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RINGKASAN 
Proses pengolahan jeruk manis baby java (Citrus sinensis L. Osbeck) 
menghasilkan limbah kulit jeruk yang masih banyak mengandung senyawa bioaktif. 
Maserasi adalah proses ekstraksi dengan cara perendaman sampel pelarut organik. 
Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi karakteristik ekstrak adalah konsentrasi 
pelarut dan lama waktu ekstraksi. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
pengaruh dari konsentrasi etanol dan lama waktu ekstraksi dengan metode 
maserasi terhadap karakteristik ekstrak kulit jeruk baby java. 
Penelitian ini disusun secara faktorial yang dirancang dengan Rancangan 
Acak Faktorial (RAK) dengan 2 faktor. Faktor I konsentrasi etanol terdiri dari 3 level 
yaitu etanol 80, 85 dan 90%.. Sedangkan untuk faktor II merupakan lama waktu 
ekstraksi yang terdiri dari 3 level yaitu 24, 48, dan 72 jam. Analisis ekstrak kulit jeruk 
baby java meliputi total fenol, flavonoid, kadar tanin, aktivitas antioksidan DPPH dan 
rendemen. Perlakuan terbaik menggunakan metode Zeleny. Analisa data dilakukan 
dengan metode Analysis of Variance (ANOVA) dan uji lanjut yang digunakan yaitu 
uji Tukey. 
Hasil penelitian pada bubuk kulit jeruk baby java didapatkan hasil total fenol 
sebesar 0,5 mg GAE/g, total flavonoid 0,2 mg QE/g, kadar tanin 2,59 mg/g, IC50 
sebesar 626,95 ppm dan rendemen 36 %. Sedangkan untuk hasil ekstraksi kulit 
jeruk baby java metode maserasi didapatkan perlakuan terbaik pada perlakuan 
konsentrasi etanol 85% dengan lama waktu ekstraksi 36 jam. Hasil total fenol 
sebesar 5,09 mg GAE/g, total flavonoid 3,89 mg QE/g, kadar tanin 31 mg/g, IC50 
367,10 mg/L dan rendemen 21%. 
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Processing of Baby Java (Citrus sinensis L. Osbeck)  produces peel waste 
that still contain a lot of bioactive compounds. Maceration is an extraction process by 
immersing sample in solvent. The purpose of this research was to study the effect of 
ethanol concentration and time extraction using maceration method on characteristic 
of extract of Baby java peels.  
This research used factorial design of Factorial Randomized Block Design 
with two factors. The first factor was the ethanol concentration consisting of 3 levels 
(80%, 85% and 90%. The second factor was the time of extraction consisting of 3 
levels (12, 24, and 36 hours). Analysis of baby java peel extract included total 
phenol, total flavonoid, tannin content, DPPH antioksidan activity, and yield. The best 
treatment of this research was carried out using Zeleny Method. The data obtained 
were analyised using Analysis of Variance (ANOVA) and followed by Tukey test. 
The result of the research on baby java peel powder was obtained yield of 
36%, total phenol 0,5 mg GAE/g, flavonoids content 0,2 mg QE/g, tannin content 
2,59 mg/g, and IC50 ppm 626,95. The best treatment was the treatment with 85% 
ethanol and 36 hours of time extraction. The extract had characteristic as follows: the 
yield 21%, total phenol 5,09 mg GAE/g, flavonoids content 3,89 mg QE/g, tannin 
content 31 mg/g, and 367,10 IC50 mg/L. 
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1.1 Latar Belakang 
 Indonesia merupakan negara yang kaya akan hasil pertanian seperti buah dan 
sayuran. Salah satu komoditas holtikultura yang sangat sering dikonsumsi dan 
ditanam oleh masyarakat Indonesia adalah tanaman jeruk (Citrus sp). Beberapa jenis 
jeruk lokal yang dibudidayakan di Indonesia adalah jeruk keprok (Citrus 
reticulate/nobilis L.), jeruk siam (C. microcarpa L. dan C. sinensis L.) jeruk besar (C. 
maxima Herr.) (Kemenristek, 2000). Tingginya produksi dan tingkat konsumsi buah 
jeruk di Indonesia meyebabkan hasil limbah kulit buah jeruk yang juga cukup banyak.  
 Jeruk baby java adalah salah satu jenis dari jeruk manis yang sering 
dikonsumsi dengan cara diperas untuk dijadikan minuman. Salah satu tempat 
penghasil jeruk baby java di Indonesia yaitu Desa Selorejo yang terletak di Kabupaten 
Malang, provinsi Jawa Timur. Secara umum kandungan gizi pada jeruk manis cukup 
tinggi yaitu pada 100 gram jeruk manis terdapat vitamin C sebesar 30 I.U, vitamin A 
sebesar 200 I.U, zat besi sebesar 0.3 mg, phosphor 20 mg dan kandungan senyawa-
senyawa antioksidan (AAK, 2006).  
 Pada bagian kulitnya, jeruk manis mempunyai kandungan komponen fenolik 
seperti pektin, tanin dan senyawa flavonoid serta mengandung atsiri yang terdiri dari 
berbagai komponen seperti terpen, sesquiten, aldehida, ester dan sterol (Friatna dkk, 
2011). Kandungan-kandungan senyawa bioaktif pada kulit jeruk terutama senyawa 
fenolik memiliki potensi yang tinggi untuk berperan sebagai zat antioksidan hingga zat 
antiproliferatif (Bocco et al., 1998; Ghasemi et al., 2009; Berim and Gang, 2015). 
Senyawa bioaktif yang khas ditemukan pada kulit jeruk adalah hesperidin, narirutin 
dan nobiletin yang termasuk dalam senyawa flavonoid (Londono et al., 2010; Schieber 
et al., 2001). Senyawa hesperidin dapat berfungsi sebagai senyawa antioksidan, anti-
inflamasi, efek imunomodolator dan dapat menurunkan kolestrol (Yeh et al., 2207; Lee 
et al., 1999). Sedangkan nobiletin memiliki fungsi kesehatan seperti efek 
imunomodolator (Kurowska & Manthey, 2004). Selama ini kulit jeruk baby java belum 
sepenuhnya termanfaatkan dan menjadi limbah yang dibuang begitu saja, oleh karena 
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itu perlu dilakukan suatu pengolahan limbah untuk nantinya dihasilkan suatu produk 
yang berguna dengan memanfaatkan senyawa-senyawa antioksidan yang terdapat 
pada kulit jeruk baby java. 
 Senyawa antioksidan adalah senyawa yang dapat menghambat pembentukan 
karsinogen dan menghalanginya menetap dalam tubuh. Antioksidan bekerja dengan 
cara menangkap radikal bebas yang terbentuk atau berada dalam tubuh (Mardiah dkk, 
2006). Senyawa bioaktif pada kulit jeruk yang dapat berperan sebagai senyawa 
antioksidan yaitu senyawa fenol dan senyawa flavonoid. Menurut Shahwar et al. 
(2010) senyawa golongan fenol dan flavonoid diketahui sangat berperan terhadap 
aktivitas antioksidan, semakin besar kandungan senyawa golongan fenolnya maka 
diduga akan semakin besar pula aktivitas antioksidannya. 
 Salah satu proses yang dapat digunakan untuk memperoleh senyawa 
antioksidan pada kulit jeruk adalah proses ekstraksi. Proses ekstraksi merupakan 
proses pemisahan senyawa aktif dari bahan dengan menggunakan pelarut yang 
sesuai (Handa et al., 2008). Maserasi adalah metode ekstraksi sederhana yang paling 
banyak digunakan. Metode ini dilakukan dengan cara memasukkan serbuk tanaman 
dan pelarut yang sesuai ke dalam wadah inert yang tertutup rapat pada suhu kamar 
(Mukhriani, 2014).  
 Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi proses ekstraksi adalah konsentrasi 
pelarut dan lama waktu ekstraksi. Pelarut etanol digunakan pada penelitian ini 
dikarenakan etanol merupakan pelarut yang telah dikenal sebagai pelarut yang baik 
dalam mengekstrak senyawa polifenol dan aman untuk dikonsumsi manusia (Do et 
al., 2014). Perbedaan konsentrasi etanol digunakan untuk mengetahui perbedaan 
kadar senyawa fenolik serta flavonoid yang akan diperoleh.  
 Pada proses ekstraksi, semakin lama proses dilakukan maka kesempatan 
untuk bersentuhan antara pelarut dengan bahan akan semakin besar sehingga 
hasilnya akan bertambah sampai pada titik jenuh larutan (Wahyuni dan Widjanarko, 
2015). Oleh karena itu penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa 
fenolik yang mempunyai aktivitas antioksidan pada kulit jeruk baby java dengan 
kualitas terbaik menggunakan metode ekstraksi maserasi yang ditinjau dari 
perbedaan konsentrasi etanol yang digunakan (90%, 85% dan 80%) dan lama waktu 




1.2 Rumusan Masalah 
1. Bagaimana pengaruh lama waktu ekstraksi pada karakteristik kimia ekstrak 
kulit jeruk baby java dengan metode ekstraksi maserasi? 
2. Bagaimana pengaruh perbedaan konsentrasi etanol pada karakteristik kimia 
ekstrak kulit jeruk baby java dengan metode ekstraksi maserasi? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
1. Untuk menentukan lama waktu proses ekstraksi dan konsentrasi etanol 
ekstraksi kulit jeruk baby java yang menghasilkan karakteristik terbaik 
2. Untuk menghasilkan ekstrak kulit jeruk baby java dengan perlakuan terbaik 
sehingga didapatkan aktivitas antioksidan tertinggi 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
1. Meningkatkan nilai manfaat dari kulit jeruk baby java 
2. Memberikan informasi mengenai proses ekstraksi maserasi kulit jeruk baby 
java 
3. Memberikan informasi mengenai karakteristik fungsional pada ekstrak kulit 
jeruk baby java 
 
1.5 Hipotesa 
Diduga perbedaan lama waktu ekstraksi dan konsentrasi pelarut akan menghasilkan 







2.1 Jeruk manis 
 
 Jeruk merupakan salah satu jenis buah-buahan yang sangat digemari dan 
banyak ditanam di Indonesia. Buah jeruk ini bukan merupakan buah musiman dan 
selalu tersedia sepanjang tahun karena tanaman ini tidak mengenal musim berbunga 
yang khusus. Tanaman jeruk adalah tanaman tahunan dan sudah sekitar 70-80% 
dikembangkan di Indonesia dan setiap tahunnya mengalami perkembangan dalam 
pembudidayaannya baik mencakup luasan lahan, jumlah produksi bahkan permintaan 
pasar (Kementrian Pertanian, 2011).  
 Tanaman jeruk dapat ditanam pada semua jenis tanah, pH sekitar 5-6 dan 
cukup air serta bahan organis. Perkembangbiakan yang baik dengan okulasi atau 
sambungan dan sebagai batang pokok dipilih yang sesuai (Sianipar, 2010). Menurut 
Departemen Kesehatan RI, kandungan gizi pada jeruk manis dalam 100 gram dapat 
dilihat pada tabel 2.1. 
 
Tabel 2.1 Kandungan Gizi Dalam 100 gram Buah Jeruk Manis  
Komponen Jumlah 
Kalori (kal) 44,0 
Protein (g) 0,8 
Lemak (g) 0,2 
Karbohidrat (g) 11,0 
Kalsium (mg) 19,0 
Fosfor (mg) 16,0 
Vitamin A (SI) 190,0 
Vitamin B1 (mg) 0,08 
Vitamin C (mg) 49,0 
Air (g) 87,5 
Sumber : Departemen Kesehatan RI, (1989) 
 Varietas jeruk manis terdapat banyak sekali jenisnya yaitu jeruk manis biasa 
(common orange), jeruk manis pusar (noval orange), jeruk manis merah darah 
(pigmented orange), dan jeruk manis tanpa rasa asam (acidless orange) 
(Simanjuntak, 2015). Jeruk manis biasa memiliki ciri-ciri buahnya bewarna kuning 
atau kombinasi antara kuning dan merah, tekstur dagingnya kasar, mengandung biji, 
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sangat produktif berbuah, rasa manis buahnya segar agak asam, dan berumur 
panjang. Jeruk manis pusar mempunyai ciri khas yang terdapat pusar di ujung 
buahnya, daging buah umumnya tidak berbiji, bertekstur rapuh, dan segmennya 
mudah dipisah. Sedangkan jeruk merah darah memiliki ciri-ciri yaitu pada semua 
bagian buah jeruk manis (kulit, daging, buah, dan cairan sari buah) bewarna merah 
akibat pigmen antosianin. 
 Salah satu contoh jeruk manis tanpa rasa asam yaitu jeruk manis baby java 
atau sering disebut juga sebagai jeruk peras, mempunyai nama latin Citrus sinensis 
(L.) Osbeck. Menurut Pracaya (2003), taksonomi jeruk manis peras termasuk dalam 
klasifikasi berikut ini :  
Subgenus : Eucitrus  
Genus  : Citrus  
Subtribe : Citrinae  
Tribe   : Citreae  
Subfamili  : Aurantioideae  
Famili   : Rutaceae  
Ordo   : Rutales  
Klas   : Dicotyledoneae  
Subfilum : Angiospermae  
Filum   : Spermatophyta  
 
 Jeruk manis merupakan jeruk yang banyak digemari karena rasanya yang 
sangat manis tanpa asam sedikit pun, sehingga banyak ditanam saat ini. Jeruk manis 
memiliki berbagai macam sebutan sesuai dengan tempat atau daerah jeruk tersebut 
ditanam. Jeruk manis yang cukup banyak dibudidayakan di desa Selorejo kabupaten 
Malang adalah jeruk baby java (Wijana dkk, 2016). Ciri-ciri jeruk manis ini yaitu daging 
buahnya berwarna kuning atau merah orange, rasanya manis, kandungan air dalam 
dagingnya banyak dan buahnya sangat rapat satu sama lain. Jeruk manis baby java 
mempunyai kandungan vitamin yang tinggi diantaranya vitamin C yakni (53.2 mg), 






2.2 Kulit jeruk manis baby java 
 
 Pada umumnya kulit jeruk manis terdiri atas flavedo, kelenjar minyak, albedo 
dan ikatan pembuluh. Kulit jeruk secara fisik dapat dibagi menjadi dua bagian utama 
yaitu flavedo dan albedo (kulit bagian dalam yang berupa jaringan busa). Kulit jeruk 
menghasilkan minyak atsiri yang sering digunakan sebagai aromatik dengan 
komposisi senyawanya adalah limonene, sitronelal, geraniol, linalol, α-pinen, mirsen, 
β-pinen, sabinen, geranil asetat, nonanal, geranial, β-kariofilen, dan α-terpineol 
(Indah, 2013). Kulit jeruk mengandung pektin dalam konsentrasi tinggi berkisar antara 
15-25 % dari berat kering dan terdapat senyawa limonene 94% dalam kulit jeruk. Kulit 
jeruk mengandung vitamin C yang lebih banyak dibandingkan didalam buahnya. 
Inositol banyak terdapat pada kulit buah, 70-83 % kulit buah mengandung air, kulit 
jeruk juga mengandung carotenoid yang dapat memberikan warna kuning, orange, 
dan merah diantaranya xanthophyl, violaxanthin, lycopene. Pada waktu buah jeruk 
masak, klorofil sedikit demi sedikit menjadi hilang, carotenoid bertambah banyak 
sehingga warna berubah menjadi kuning, orange atau merah (Pracaya, 2010). Selain 
itu, pada bagian kulit jeruk manis juga mempunyai kandungan komponen fenolik 
seperti pektin dan tanin, senyawa antioksidan flavonoid dan mengandung atsiri 
(Friatna dkk, 2011). Kulit jeruk manis aktif sebagai antibakteri dan antioksidan 
(Wijiastuti, 2011). 
 
Gambar 2.1 Bagian-bagian pada jeruk (http://www.citrusbr.com). 
  
 Kulit buah jeruk baby java memilki karakteristik kulit yang lebih tebal jika 
dibandingkan dengan kulit jeruk lain. Kulit buah jeruk baby java terbagi menjadi 
beberapa bagian yaitu bagian epicarp atau flavedo yang mengandung komponen 
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warna pada permukaan kulit dan mesocarp atau albedo yang merupakan bagian 
tengah antara kulit luar dan buah yang lembut dan berwarna putih (Rafiq et al., 2016). 
Menurut Pracaya dalam bukunya yaitu “Jeruk Manis”, kandungan nutrisi, vitamin dan 
mineral seperti vitamin C, protein, amino nitrogen, kalsium, magnesium, kalium, 
belerang paling tinggi justru di bagian kulit jeruk dibandingkan pada dagingnya atau 
sari buah jeruk. Sedangkan, kandungan lemak dan gula lebih rendah pada kulit jeruk. 
 Senyawa khas yang sering ditemukan pada kulit jeruk yang dapat berperan 
sebagai antioksidan yaitu seperti hesperidin, narirutin, nobiletin yang termasuk dalam 
jenis senyawa flavonoid (Mahmoud et al., 2012 ; Zhang et al., 2016). Menurut 
Wulandari, Idawati dan Gusrizal (2013), berdasarkan penelitian tentang kandungan 
antioksidan pada kulit jeruk yang telah ada, pada ekstrak etanol kulit jeruk nipis (Citrus 
aurantifolia) ditemukan senyawa flavonoid hesperidin dan naringin yang diketahui 
bersifat antikarsinogenesis dan antitumorigenesis (Pratiwi, dkk., 2008). Ekstrak 
aseton dari kulit jeruk mandarin (Citrus reticulata) mengandung flavonoid hesperidin 
dan narirutin (Tumbas et.al., 2010). Flavonoid merupakan senyawa yang memiliki 
aktivitas antioksidan. Golongan flavonoid yang bersifat antioksidan meliputi flavon, 
flavonol, isoflavon, kateksin, dan kalkon (Kumalaningsih, 2006). Selain itu, analisis 
fitokimia kulit jeruk manis (Citrus sinensis) dan lemon (Citrus limon) (Kumar et.al., 
2011) dengan menggunakan beberapa pelarut yang berbeda kepolaran menunjukkan 
adanya senyawa flavonoid, steroid, terpenoid, alkaloid, tanin dan saponin.  
 
2.3 Minyak Atsiri pada Kulit Jeruk 
 
 Pada kulit jeruk, selain terdapat senyawa-senyawa bioaktif yang bermanfaat 
bagi tubuh, juga terdapat minyak atsiri yang memiliki banyak manfaat (Indah, 2013). 
Kulit jeruk mengandung minyak atsiri, atau dikenal juga sebagai minyak eteris 
(aetheric oil) banyak dimanfaatkan oleh industri kimia parfum, menambah aroma jeruk 
pada minuman dan makanan, serta di bidang kesehatan digunakan sebagai anti 
oksidan dan anti kanker (Muhtadin dkk., 2013). Minyak atsiri atau yang juga dapat 
disebut dengan essensial oils, etherical oils, atau volatile oils adalah senyawa yang 
mudah menguap yang tidak larut di dalam air dan merupakan ekstrak alami dari 
tanaman, baik yang berasal dari daun, bunga, kayu, biji-bijian, ataupun kulit buah 
(Kurniawan dkk., 2008). Minyak esensial jeruk mengandung 85-99% komponen volatil 
5 
 
dan 1-15% diantaranya tidak mudah menguap (K Fisher and Phillips, 2008). Senyawa 
aktif dalam minyak esensial sangat volatil dan labil terhadap oksigen, panas, atau 
cahaya (Muriel-Galet, et al., 2015). Komponen yang mudah menguap adalah 
campuran dari monoterpen (seperti limonen) dan hidrokarbon sesquiterpene dan 
turunan oksigennya, termasuk aldehida, keton, asam, alkohol dan ester (Flamini, 
Tebano, & Cioni, 2007). Kegunaan minyak kulit jeruk cukup banyak, yaitu secara 
umum sebagai flavouring atau fragrance agent pada berbagai industri. Industri 
kosmetik menggunakan minyak kulit jeruk sebagai bahan pembuatan sabun, pasta 
gigi, shampo, losion, pembersih wajah, dan minyak wangi. Di industri farmasi, minyak 
kulit jeruk digunakan sebagai pembersih atau sterilisasi peralatan medis, perawatan 
kanker, antioksidan, dan obat jerawat. Minyak atsiri juga sering digunakan digunakan 
dalam aromaterapi termasuk untuk pijat sejak zaman kuno. Selain itu juga dapat 
digunakan sebagai masking agent terhadap bau yang tidak menyenangkan di tekstil, 
plastik dan cat industri (Lawless, 2002). 
 Proses ekstraksi minyak atsiri dapat ditempuh melalui 3 (tiga) cara, yaitu: (1) 
pengempaan (pressing), (2) ekstraksi menggunakan pelarut (solvent extraction), dan 
(3) penyulingan (distillation). Penyulingan merupakan metode yang paling sering 
digunakan untuk mendapatkan minyak atsiri. Kulit jeruk mengandung minyak atsiri 
yang terdiri dari berbagai golongan senyawa seperti terpen, sesquiterpen, aldehida, 
ester dan sterol. Kulit jeruk memiliki kandungan senyawa yang berbeda-beda, 
bergantung varietas, sehingga aromanya pun berbeda. Namun, senyawa yang 
dominan pada minyak atsiri adalah limonen (C10H16). Kandungan limonen bervariasi 
untuk tiap varietas jeruk, berkisar antara 70-92% (Mizu, 2008). Minyak esensial juga 
dapat berfungsi sebagai agen antimikroba alami dalam makanan dan industri 
pengemasan (Calo et al., 2015). Menurut Kamal et al. (2011), jumlah rendemen 
minyak atsiri dari kulit jeruk Citrus sinensis yang telah dikeringkan sebesar 0,24 - 1,07 
g/100 g dengan menggunakan metode eksraksi hydro-distilation. Sedangkan menurut 
Mercy et al. (2015), jumlah rendemen minyak atsiri dengan metode konvensional 







2.4 Senyawa fitokimia pada kulit jeruk 
 
 Senyawa fitokimia merupakan zat alami yang terdapat dalam tanaman yang 
memberikan cita rasa, aroma dan warna yang khas pada tanaman tersebut. Beberapa 
khasiat senyawa fitokimia tersebut berfungsi sebagai antioksidan, meningkatkan 
sistem kekebalan, mengatur tekanan darah, menurunkan kolesterol, serta mengatur 
kadar gula darah. Senyawa ini mempunyai manfaat bagi kesehatan, yang membuat 
tubuh lebih sehat dan lebih kuat. Menurut Astawan dan Kasih (2008) dalam Sayuti 
dan Yenrina (2015), beberapa senyawa fitokimia memiliki manfaat senyawa bagi 
kesehatan, seperti antikanker, antimikroba, antioksidan, anti inflamasi, mengatur 
tekanan darah, mengatur kadar gula darah, menurunkan kolestrol dan merangsang 
sistem imun. Beberapa senyawa yang termasuk senyawa fitokimia antara lain 
senyawa fenol, flavonoid, dan tanin (Harborne, 1987). Senyawa fitokimia ditemukan 
pada berbagai macam sayuran dan buah-buahan, salah satunya yaitu pada kulit jeruk. 
Menurut Amutha et al. (2017), dalam penelitiannya menyebutkan bahwa pada kulit 




 Fenol adalah suatu senyawa yang berasal dari tumbuhan yang mempunyai 
ciri-ciri yaitu, cincin aromatik yang memiliki satu atau dua gugus hidroksil (-OH) yang 
terikat langsung dengan gugus senyawa aromatik hidrokarbonil (Gambar 2.4). 
Senyawa fenol memiliki sifat yang cenderung mudah larut dalam air karena seringkali 
berikatan dengan gula sebagai glikosida dan biasanya terdapat dalam vokuola sel.  
Dalam keadaan murni, senyawa fenol berupa zat yang tidak memiliki warna, namun 
jika teroksidasi akan berubah warna menjadi gelap. Senyawa fenolik yang ada pada 
tumbuhan dapat berupa fenol sederana, antraquinon, asam fenolat, kumarin, 




Gambar 2.2 Struktur kimia fenol (C6H5OH) (Rappoport, 2003). 
 
 Tanaman yang mengandung polifenol dalam jumlah besar dapat 
mempengaruhi aktivitas antioksidan (Kumalaningsih, 2006). Menurut Shahwar et al. 
(2010) senyawa golongan fenol diketahui sangat berperan terhadap aktivitas 
antioksidan, semakin besar kandungan senyawa golongan fenolnya maka akan 
semakin besar pula aktivitas antioksidannya. Menurut Harborne (1980), klasifikasi 
senyawa fenol pada tumbuh-tumbuhan dapat dilihat pada Tabel 2.2  
 









6  1 Fenol sederhana, Benzoquinon  Cathechol, Hydroquinon  
7  1 Asam Fenolik, Aldehid Fenolik Gallik, Asam Salisisilik 









Asam Ferulik, Bergenom, 
Euginin, Caffeic, 
Miriscitin 
10  1 Naphthoquinon Juglone, Plumbagin 
13  2 Xantonoid Mangiferin 
14  2 Stilbenoid, Anthraquinon Resveratol, Emodin 




18  2 Ligan, Neolignan Pinoresinol, Eusiderin 
30  4 Biflavonoid, Lignin, Katekol 
Melanin 
Amentofavone 
>30  >12 Flavolan (Tannin terkondensasi), 





 Pada kulit jeruk, jenis fenol yang sering ditemukan yaitu caffeic, chlorogenic, 
ferulic, sinapic dan pcoumaric acid (Tokusoglu and Hall, 2011). Asam caffeic 
merupakan zat yang ada pada semua tanaman, asam caffeic merupakan bahan kimia 
yang disebut hydrocinnamic acids dan merupakan bagian dari polifenol. Caffeic acid 
memiliki kegunaan yaitu sebagai antioksidan, zat ini dapat memperlambat stress 




 Tanin merupakan senyawa organik yang terdiri dari campuran senyawa 
polifenol kompleks, dibangun dari elemen C, H, dan O serta sering membentuk 
molekul besar dengan berat molekul lebih besar dari 2000 (Risnasari, 2001). Tanin 
disebut juga asam tanat dan asam galotanat. Tanin dapat tidak berwarna sampai 
berwarna kuning atau coklat. Tanin terdiri dari sekelompok zat – zat kompleks yang 
terdapat secara meluas dalam dunia tumbuh-tumbuhan, antara lain terdapat pada 
bagian kulit kayu, batang, daun dan buah – buahan. Ada beberapa jenis tumbuh-
tumbuhan atau tanaman yang dapat menghasilkan tanin, antara lain: tanaman pinang, 
tanaman akasia, gabus, bakau, pinus dan gambir. Tanin adalah senyawa aktif 
metabolit sekunder yang diketahui mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai 
astringen, anti diare, anti bakteri dan antioksidan.  
 Tanin merupakan komponen zat organik yang sangat kompleks, terdiri dari 
senyawa fenolik yang sukar dipisahkan dan sukar mengkristal, mengendapkan protein 
dari larutannya dan bersenyawa dengan protein tersebut (Desmiaty et al., 2008). 
Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan tanin terkondensasi. 
Tanin memiliki peranan biologis yang kompleks mulai dari pengendap protein hingga 
pengkhelat logam. Tanin juga dapat berfungsi sebagai antioksidan biologis. Menurut 
Ismail (2010), fungsi dari senyawa tanin yaitu : 
1. Sebagai pelindung pada tumbuhan pada saat massa pertumbuhan bagian 
tertentu pada tanaman 
2. Sebagai anti hama bagi tanaman sehingga mencegah serangga dan fungi  
3. Digunakan dalam proses metabolisme pada bagian tertentu tanaman 
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4. Pada industri farmasi, tanin digunakan sebagai anti septik pada jaringan luka, 
misalnya luka bakar yaitu dengan cara mengendapkan protein. Selain itu tanin 
juga digunakan untuk campuran obat cacing dan anti kanker 
5. Pada industri kulit, tanin banyak dipergunakan karena kemampuannya 
mengikat bermacam – macam protein sehinggga dapat mencegah kulit dari 
proses pembusukkan. 
6. Tanin juga dipergunakan pada industri pembuatan tinta dan cat karena dapat 
memberikan warna biru tua atau hijau kehitam – hitaman dengan kombinasi – 
kombinasi tertentu 
7. Tanin dapat berperan sebagai antidotum (keracunan alkaloid) dengan cara 
mengeluarkan asam tamak yang tidak terlarut  
8. Pada industri minuman tanin juga digunakan untuk pengendapan serat – serat 
organik pada minuman anggur atau bir 
 
 Berdasarkan strukturnya, tanin dibedakan menjadi dua kelas yaitu tanin 
terkondensasi (condensed tannins) dan tanin-terhidrolisis (hydrolysable tannins) 
(Manitto, 1992).  
 
1. Tanin terhidrolisis biasanya berikatan dengan karbohidrat dengan membentuk 
jembatan oksigen, maka dari itu tanin ini dapat dihidrolisis dengan 
menggunakan asam sulfat atau asam klorida. Tanin terhidrolisis memiliki 
struktur molekul yang ditengah–tengahnya terdapat gugus karbohidrat 
(biasanya D-glukosa), merupakan hidroksil dari karbohidrat atau phenolic 
esterified seperti asam gallat (dalam gallotannin) atau asam ellagat (dalam 
ellagiatnnins). Tanin terhidrolisis yang dihidrolisis oleh asam lemah atau basa 
lemah menghasilkan karbohidrat dan asam fenolik.  
2. Tanin terkondensasi dikenal sebagai proantosianidin yaitu merupakan polimer 
yang terdiri dari 2 sampai 50 (atau lebih) unit flavonoid yang tergabung dalam 
ikatan karbon-karbon yang tidak rentan terhadap hidrolisis. Tanin 
terkondensasi adalah produk polimerasasi flavan-3-ol dan flavan-3-4-diol atau 
campuran dari dua polimer, yang disebut dengan flavan. Proantosianidin 
merupakan polimer dari flavonoid yang dihubungkan melalui C8 dengan C4. 
Salah satu contohnya adalah Sorghum prosianidin, senyawa ini merupakan 
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trimer yang tersusun dari epikatekin dan katekin. Senyawa ini jika 
dikondensasi maka akan menghasilkan flavonoid jenis flavan dengan bantuan 















 Senyawa-senyawa flavonoid adalah senyawa-senyawa polifenol yang 
mempunyai 15 atom karbon, terdiri dari dua cincin benzena yang dihubungkan 
menjadi satu oleh rantai linier yang terdiri dari tiga atom karbon (Doloksaribu, 2009). 
Flavonoid mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi sehingga menunjukkan 
pita serapan yang kuat pada daerah spektrum sinar ultraviolet dan spektrum sinar 
tampak, umumnya dalam tumbuhan terikat pada gula yang disebut dengan glikosida 
(Harborne, 1996).  
 Flavonoid mempunyai dua cincin benzena yang dipisahkan oleh unit propan 
(Kumar and Pandey, 2103; Sulaiman and Balachandran, 2012). Senyawa-senyawa 
flavonoid terdiri dari beberapa jenis tergantung pada tingkat oksidasi dari rantai propan 
dari sistem 1,3-diarilpropana.  Flavonoid dapat dibagi menjadi berbagai kelas seperti 
flavon (misalnya, flavon, apigenin, dan luteolin), flavonol (misalnya, quercetin, 
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kaempferol, myricetin, dan fisetin), flavanon (misalnya, flavanon, hesperetin, dan 
naringenin), dan yang lain (Kumar and Pandey, 2013). Flavonoid merupakan salah 
satu kelompok senyawa fenolik yang banyak terdapat pada jaringan tanaman dan 
dapat berperan sebagai antioksidan (Heim et al., 2002). Aktivitas antioksidatif 
flavonoid bersumber pada kemampuan mendonasikan atom hidrogennya atau melalui 
keamampuannya mengkelat logam (Mishra et al., 2013). Flavonoid terdapat dalam 
bentuk glukosida (mengandung rantai samping glukosa) atau dalam bentuk bebas 
yang disebut aglikon (Cuppett et al., 1954 dalam Redha, 2010). 
 Salah satu sumber flavonoid yaitu dapat diperoleh dari kulit jeruk, hampir 
setiap jenis kulit jeruk memiliki kandungan flavonoid. Menurut Astawan (2008), pada 
kulit jeruk nipis ditemukan senyawa flavonoid yaitu naringin, hesperidin, naringenin, 
hesperitin, rutin, nobiletin, dan tangeretin. Sedangkan pada kulit jeruk keprok banyak 
mengandung senyawa polimetoksiflavon seperti tangeretin, nobiletin, sinensetin dan 
hesperetin (Nogata et al., 2006). Pada kulit jeruk manis (Citrus sinensis L.) jenis 
flavonoid yang paling banyak ditemukan adalah hesperidin, neohesperidin dan 




 Hesperidin (gambar 2.4) adalah salah satu jenis flavonoid yang paling 
banyak ditemukan pada kulit jeruk manis (Citrus sinensis L.) (Londono et al., 2010). 
Hesperidin merupakan senyawa glikosida flavanon yang sering dimanfaatkan sebagai 
obat. Menurut Wilmsen et al. (2005), telah dilaporkan bahwa hesperidin memiliki sifat 
yaitu sebagai antialergi, antikarsinogenik, antihipertensi, antimikroba dan vasodilator. 
Hesperidin murni ditemukan dalam bentuk seperti jarum, berwarna cokelat atau 
kuning pucat. Titik leleh dari hesperidin yaitu berkisar antara 258°C hingga 262°C. 
Memiliki rumus molekul yaitu C18H34O15 dan berat molekul sebesar 610,57 dalton. 
Hesperidin mudah larut dalam alkali encer dan pada piridin menghasilkan larutan 
kuning jernih, sedikit larut dalam metanol, asam asetat glasial panas dan hampir tidak 
larut dalam aseton, benzen dan kloroform. Hesperidin memiliki sifat untuk membentuk 
kristal kompleks dengan glikosida lain yang serupa, sehingga dapat mempengaruhi 
kelarutan dan sifat fisiknya, selain itu hal tersebut meyebabkan hesperidin sulit 




Gambar 2.4 Struktur hesperidin (Garg et al., 2001). 
  
 Hesperidin juga dilaporkan bahwa memiliki sifat sebagai antioksidan. Hal 
tersebut dikarenakan hesperidin dapat mengurangi superoksida dalam transfer  
proton-electron in vitro (Jovanovic et al., 1994). Selain itu, kombinasi hesperidin dan 
diosmin dapat berfungsi sebagai antikoksidan yang dapat memberikan efek terapi 
menguntungkan pada insufisiensi vena kronis dimana stress oksidatif terlibat pada 
mekanisme patologis (Bouskela et al., 1997). Namun menurut Londono et al. (2010), 
aktivitas antioksidan dari hesperidin lebih rendah jika dibandingkan dengan bentuk 
aglikonnya yaitu hesperitin. Menurut Garg et al. (2001), pada sebagian besar 
penelitian yang sudah ada hesperidin ditemukan tidak aktif atau hanya cukup aktif 
sebagai antioksidan. Hesperidin juga ditemukan tidak dapat menghambat 
pembebasan oksigen reaktif dari neutrophil terstimulasi (Limasset et al., 1993). Hal ini 
menunjukkan bahwa hesperidin nampaknya kurang berperan aktif menjadi 




 Narirutin (gambar 2.5) dan hesperidin merupakan flavanon glikosida utama 
yang ditemukan pada kulit jeruk manis (Kim et al., 2007). Narirutin dikenal bahwa 
mempunyai aktivitas sebagai stimulasi oviposisi dan juga menunjukkan aktivitas 
antioksidan yang sama kuatnya dengan butylated hydroxyanisole (BHA) 
(Arvanitoyannis, 2008). Narirutin memiliki berat molekul sebesar 580,539 g/mol dan 
rumus molekul yaitu C27H32O14. Senyawa ini memiliki sifat yaitu tidak mempunyai rasa 








 Nobiletin (gambar 2.6) adalah senyawa flavonoid polimetoksi yang ada 
pada jaringan buah jeruk atau citrus yang memiliki struktur mirip dengan tangeretin.  
Nobiletin secara kimiawi dikenal sebagai 5,6,7,8,3 ′, 4′-heksametoksiflavon adalah 
flavonoid dietary polymethoxylated yang ditemukan dalam buah jeruk (Huang et al., 
2016). Nobiletin memiliki struktur flavonoid yang khas dan mengandung 6 kelompok 
metoksil. Nobiletin murni memiliki bentuk seperti jarum, tidak berwarna dan memiliki 
rasa pahit. Memiliki berat molekul sebesar 402,399 g/mol dan rumus molekul C21H2208. 
Senyawa ini memiliki peran sebagai metabolit pada tumbuhan dan agen 
antineoplastik (Pub-chem, 2005). Telah dilaporkan bahwa nobiletin menunjukkan 
berbagai efek menguntungkan seperti antikanker, anti-inflamasi, antioksidan, 
resistensi antiinsulin (Lee et al., 2011; Yoshigai et al., 2013; Ihara et al., 2012; Miyata 
et al, 2011). Selain itu maanfat lain dari nobiletin yaitu dapat berfungsi sebagai 
antiosteoclastogenesis, imunomodulasi, perlindungan kardiovaskular, dan 
neuroproteksi (Tominari et al., 2012; Li et al., 2016; Parkar et al., 2016; Zhang et al., 
2016). 
 






 Senyawa antioksidan adalah senyawa yang dapat menghambat pembentukan 
karsinogen dan menghalanginya menetap dalam tubuh. Antioksidan memiliki fungsi 
untuk menghentikan atau memutuskan reaksi berantai dari radikal bebas yang ada di 
dalam tubuh, sehingga dapat menyelamatkan sel-sel tubuh dari kerusakan akibat 
radikal bebas (Hernani dan Rahardjo, 2005). Senyawa ini dapat menghambat kerja 
radikal bebas dengan cara menyerahkan satu atau lebih elektronnya kepada radikal 
bebas sehingga membentuk molekul yang normal kembali dan menghentikan 
berbagai kerusakan yang dapat ditimbulkan. Antioksidan juga dapat dikatakan 
sebagai senyawa yang terdapat secara alami dalam bahan pangan. Senyawa ini 
berfungsi untuk melindungi bahan pangan dari kerusakan yang disebabkan terjadinya 
reaksi oksidasi lemak atau minyak yang sehingga bahan pangan yang berasa dan 
beraroma tengik. 
 Radikal bebas merupakan senyawa yang mengandung satu atau lebih 
elektron tidak berpasangan dalam orbitalnya. Elektron-elektron yang tidak 
berpasangan tersebut dapat menyebabkan radikal bebas menjadi reaktif terhadap sel-
sel tubuh dengan cara mengikat elektron molekul sel (Wijaya, 1996). Radikal bebas 
menyebabkan kerusakan sel dengan tiga cara yaitu: 
1. Peroksidasi komponen lipid dari membran sel dan sitosol. Menyebabkan 
serangkaian reduksi asam lemak (otokatalisis) yang mengakibatkan kerusakan 
membran dan organel sel.  
2. Kerusakan DNA, kerusakan DNA ini dapat mengakibatkan mutasi DNA bahkan 
dapat menimbulkan kematian sel.  
3. Modifikasi protein teroksidasi oleh karena terbentuknya cross linking protein, 
melalui mediator sulfidril atas beberapa asam amino labil seperti sistein, metionin, lisin 
dan histidin. 
 Radikal bebas bersifat reaktif, dan jika tidak diinaktifkan akan merusak 
makromolekul pembentuk sel, yaitu protein, karbohidrat, lemak, dan asam nukleat, 
sehingga dapat menyebabkan penyakit degenerative. Reaksi dari radikal bebas pada 
tubuh tersebut dinamakan dengan reaksi oksidasi. Reaksi oksidasi yang berlebihan 
terhadap asam nukleat, protein, asam lemak, DNA sel pada tubuh manusia dapat 
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menimbulkan terjadinya penyakit degeneratif seperti jantung koroner, katarak, 
gangguan kognisi dan kanker. 
 Antioksidan bisa didapatkan secara alami pada bahan-bahan pangan seperti 
teh, rempah-rempah, bawang merah, coklat, sayuran, biji-biji serealia, dedaunan, dan 
sumber pangan yang banyak mengandung protein dan enzim. Pada umumnya, 
tumbuhan merupakan sumber senyawa antioksidan alami yang berupa senyawa 
fenolik, dimana senyawa ini terletak pada hamper seluruh bagian tumbuhan yaitu 
pada biji, daun, buah, kayu, bunga, serbuk sari maupun akar (Sarastani dkk., 2002).  
 Menurut Gordon (1990), antioksidan dapat digolongkan menjadi antioksidan 
primer (Chainbreaking antioxidant) dan antioksidan sekunder (preventive antioxidant). 
Antioksidan primer merupakan antioksidan yang dapat berekasi dengan radikallipid 
dan mengubahnya menjadi bentuk yang stabil. Antioksidan ini berfungsi untuk 
mencegah terbentuknya radikal bebas baru karena ia dapat merubah radikal bebas 
yang ada menjadi molekul yang berkurang dampak negatifnya yaitu sebelum sempat 
bereaksi. Antioksidan primer yang ada dalam tubuh yang sangat terkenal adalah 
enzim superoksida dismutase. Antioksidan primer dapat bereaksi dengan radikal lipid 
dan mengubahnya menjadi bentuk yang lebih stabil. Suatu senyawa dapat disebut 
sebagai antioksidan primer apabila senyawa tersebut dapat mendonorkan atom 
hidrogen ke radikal lipid secara cepat, dimana radikal antioksidan yang dihasilkan 
lebih stabil dari radikal lipid atau dapat diubah menjadiproduk lain yang memiliki sifat 
lebih stabil (Gordon, 1990). Senyawa yang dapat digolongkan dalam kelompok 
antioksidan primer (Chain-breaking antioxidant) antara lain vitamin E (tokoferol), 
vitamin C (asam askorbat), β-karoten, glutation dan sistein (Taher, 2003).  
 Antioksidan sekunder berfungsi sebagai antioksidan pencegah yaitu 
menurunkan kecepatan inisiasi dengan berbagai mekanisme, seperti melalui 
pengikatan ion-ion logam, penangkapan oksigen dan penguraian hidroperoksida 
menjadi produk-produk non-radikal (Gordon, 1990). Pada dasarnya tujuan antioksidan 
sekunder (preventive antioksidant) adalah mencegah terjadinya radikal yang paling 
berbahaya yaitu radikal hidroksil (Taher, 2003). Contoh antioksidan sekunder antara 
lain turunan-turunan asam fosfat, asam askorbat, senyawa karoten, sterol, fosfolipid 
dan produk-produk reaksi maillard (Gordon, 1990). 
 Antioksidan digunakan untuk mempertahankan mutu produk pangan serta 
kesehatan dan kecantikan. Pada bidang kesehatan dan kecantikan, antioksidan 
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berfungsi untuk mencegah penyakit kanker dan tumor, penyempitan pembuluh darah, 
penuaan dini, dan lain-lain (Tamat et al., 2007). Antioksidan juga mampu menghambat 
reaksi oksidasi dengan cara mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif 
sehingga kerusakan sel dapat dicegah. Reaksi oksidasi dengan radikal bebas sering 
terjadi pada molekul protein, asam nukleat, lipid dan polisakarida (Winarsi, 2007). Di 
bidang industri pangan, antioksidan dapat digunakan untuk mencegah terjadinya 
proses oksidasi yang dapat menyebabkan kerusakan, seperti ketengikan, perubahan 
warna dan aroma, serta kerusakan fisik lainnya (Tamat et al., 2007). Antioksidan 
sangat penting sebagai inhibitor peroksidasi lipid sehingga bisa digunakan untuk 
mencegah terjadinya peroksidasi lipid pada bahan pangan. 
 
2.4.1  Mekanisme kerja antioksidan 
  
 Proses penghambatan antioksidan berbeda-beda tergantung dari struktur 
kimia dan variasi mekanisme. Dalam mekanisme ini yang paling penting adalah reaksi 
dengan radikal bebas lipid, yang membentuk produk non-aktif. (Gordon, et al., 2001). 
Antioksidan dapat menghentikan proses perusakan sel dengan cara memberikan 
elektron kepada radikal bebas. Antioksidan akan menetralisir radikal bebas sehingga 
tidak mempunyai kemampuan lagi mencuri elektron dari sel dan DNA. Mekanisme 
antioksidan dalam menghambat oksidasi atau menghentikan reaksi berantai pada 
radikal bebas dari lemak yang teroksidasi, dapat disebabkan oleh 4 (empat) macam 
mekanisme reaksi yaitu (Sayuti dan Yenrina, 2015) :  
a. Pelepasan hidrogen dari antioksidan  
b. Pelepasan elektron dari antioksidan  
c. Adisi asam lemak ke cincin aromatik pada antioksidan.  
d. Pembentuk senyawa kompleks antara lemak dan cincin aromatik dari antioksidan. 
  
 Menurut Sayuti dan Yenrina (2015), prinsip kerja dari pada antioksidan dalam 
menghambat autooksidasi pada lemak dapat dilihat sebagai berikut :  
Oksigen bebas di udara akan mengoksidasi ikatan rangkap pada asam lemak yang 
tidak jenuh. Kemudian radikal bebas yang terbentuk akan beraksi dengan oksigen 




Gambar 2.7 Mekanisme terbentuknya peroksida aktif (Sayuti dan Yenrina, 2015). 
Apabila dalam suatu asam lemak yang terdapat dalam minyak tidak 
mengandung antioksidan, maka peroksida aktif akan bereaksi dengan ikatan rangkap 
lemak. Apabila ditambah suatu antioksidan, maka peroksida aktif akan bereaksi 
dengan antioksidan tersebut. Sehingga pembentukan radikal bebas dapat dihentikan 
dengan penambahan suatu antioksidan. 
 Mekanisme kerja antioksidan dalam tubuh manusia yaitu dengan cara 
mengurangi stress oksidatif. Menurut Werdhasari (2014), antioksidan sangat 
diperlukan untuk mencegah stress oksidatif. Stres oksidatif adalah kondisi 
ketidakseimbangan antara jumlah radikal bebas yang ada dengan jumlah antioksidan 
di dalam tubuh.  Pada kondisi ini, aktivitas molekul radikal bebas atau reactive oxygen 
species (ROS) dapat menimbulkan kerusakan seluler dan genetika yang dapat 
menimbulkan penyakit seperti penyakit kardiovaskular. Pada penyakit kardiovaskular, 
stress oksidatif yang diinduksi olek ROS menjadi kunci utama penyebab terjadinya 
penyakit ini. Stres oksidatif dapat menyebabkan perubahan permeabilitas membran, 
gangguan membran lipid bilayer dan modifikasi fungsional dari berbagai protein 
seluler; kelainan pada fungsi miosit karena efek meningkatnya ROS pada organel 
subselular (Valko et al., 2007). Disfungsi endotel adalah salah satu penyebab utama 
penyakit kardiovaskular, namun selain itu diyakini bahwa oksidasi LDL, kehilangan 
oksida nitrat dan inflamasi vaskular karena stres oksidatif juga menjadi penyebab 
berkurangnya potensi terapi antioksidan untuk memperbaiki disfungsi endotel. Jenis 
antioksidan seperti vitamin dapat meningkatkan kadar oksida nitrat endotel dan 
menghambat peradangan vaskular, peroksidasi lipid, agregasi trombosit, oksidasi 
LDL sehingga dapat bermanfaat untuk mencegah disfungsi endotel. Sedangkan jenis 
antioksidan seperti flavanon, flavanol, flavon, isoflavon, asam fenolik dapat 
mengurangi terjadinya stres oksidatif dengan cara mempengaruhi berbagai aktivitas 
seluler, yaitu menghambat oksidasi lipid, meningkatkan kapasitas antioksidan plasma, 
mengurangi agregasi trombosit pengurangan kadar lipid plasma, menghambat radikal 
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bebas, reduksi dalam generasi ROS intraseluler, induksi GSH, peningkatan 
bioavailabilitas oksida nitrat, dan pengurangan produksi matriks metalloproteinase 
(Sen and Chakraborty, 2011). 
 
2.4.2  Pengujian aktivitas senyawa antioksidan 
  
 Untuk menguji senyawa antioksidan pada sutau bahan, maka dapat dilakukan 
suatu uji aktivitas antioksidan salah satunya yaitu menggunakan metode DPPH. 
DPPH adalah radikal bebas yang memiliki sifat stabil pada suhu kamar dan sering 
digunakan untuk menilai aktivitas antioksidan beberapa senyawa atau ekstrak bahan 
alam. Prinsip uji DPPH yaitu penghilangan warna untuk mengukur kapasitas 
antioksidan yang langsung menjangkau radikal bebas DPPH dengan pemantauan 
absorbansi pada panjang gelombang 517 nm menggunakan spektrofotometer. 
Radikal DPPH dengan nitrogen organik terpusat merupakan radikal bebas stabil dan 
memiliki warna ungu gelap yang ketika direduksi menjadi bentuk nonradikal 
antioksidan yang berwarna kuning (Yu, 2008). Perubahan warna ini dapat terjadi jika 
semua elektron pada radikal bebas DPPH menjadi berpasangan sehingga warna 
larutan berubah dan absorbansi pada panjang gelombang 517 nm akan hilang 
(Fathurrachman, 2014). 
 Pada metode DPPH, aktivitas antioksidan dinyatakan dengan Inhibitory 
Concentration atau IC50. IC50 adalah bilangan yang menunjukkan konsentrasi ekstrak 
yang mampu menghambat ativitas DPPH sebesar 50%, jika semakin kecil nilai IC50 
maka makin tinggi aktivitas antioksidan. Nilai AAI (Antioxidant Activity Index) 
merupakan nilai yang menunjukkan besarnya aktivitas antioksidan yang dimiliki oleh 
sutau bahan uji atau ekstra. Nilai AAI dapat diperoleh dengan cara konsentrasi DPPH 
yang digunakan dalam uji (ppm) dibagi dengan nilai IC50 yang diperoleh (ppm). Jika 
nilai AAI yang diperoleh yaitu < 0,5 maka hal tersebut berarti bahwa aktivitas 
antioksidan lemah, jika nilai AAI > 0,5 – 1 menandakan bahwa aktivitas antioksidan 
sedang, nilai AAI > 1 – 2 menandakan bahwa aktivitas antioksidan kuat, dan nilai AAI 








 Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan 
menggunakan pelarut yang sesuai. Dalam proses ektraksi, terjadi penggumpalan 
ekstrak dalam pelarut yang selanjutnya terjadi kontak antara bahan dan pelarut 
sehingga menyebabkan pengendapan massa dengan cara difusi pada bidang 
antarmuka bahan ekstraksi dan pelarut yang digunakan. Ekstraksi menggunakan 
pelarut didasarkan pada kelarutan komponen terhadap komponen lainnya dalam 
campuran (Komara, 1991). Senyawa yang memiliki sifat polar akan larut pada larutan 
yang juga memiliki sifat polar, sedangkan senyawa yang bersifat non-polar akan larut 
pada pelarut non-polar. Menurut Maulida dan Zulkarnaen (2010), proses pemisahan 
selama ekstraksi terdiri dari tiga langkah dasar, yaitu : 
1. Proses pencampuran sejumlah massa bahan ke dalam larutan yang akan 
dipisahkan komponennya. 
2. Proses pembentukan fase seimbang 
3. Proses pemisahan kedua fase seimbang 
 
Menurut Darwin (2000), terdapat beberapa metode ekstraksi senyawa organik bahan 




  Maserasi adalah proses ekstraksi dengan cara perendaman sampel pelarut 
organik pada suhu ruangan.  Proses ini sangat berguna untuk isolasi senyawa bahan 
alam karena melalui perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding 
sel dan membran sel yang disebabkan oleh perbedaan tekanan di daerah luar dan 
dalam sel sehingga metabolit sekunder yang ada pada sitoplasma akan terlarut dalam 
pelarut organik dan ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama 
perendaman yang akan dilakukan. Pada proses ini pelarut organik akan menembus 
dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zak aktif dan zat aktif 
akan larut. Simplisia yang akan diekstraksi pada metode ini ditempatkan pada suatu 
bejana atau wadah yang bermulut lebar bersama dengan pelarut organik yang telah 
ditetapkan, wadah atau bejana tersebut kemudian ditutup dengan rapat yang 
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kemudian dikocok berkali-kali sehingga memungkinkan pelarut masuk ke seluruh 
permukaan simplisia. Waktu maserasi yang umum dilakukan yaitu sekitar 5 hari, 
setelah waktu tersebut keseimbangan antara bahan yang diekstraksi pada bagian 
dalam sel dengan luar sel telah tercapai. Keuntungan dari metode maserasi adalah 
prosedur dan peralatannya sederhana (Agoes, 2007). Sedangkan kerugian 
menggunakan metode maserasi adalah pengerjaanya lama dan penyaringan kurang 
sempurna (Depkes RI, Darwis. D, 2000). 
 
2.6.2 Perkolasi  
 
 Perkolasi merupakan metode ekstraksi yang dilakukan dengan cara 
mengalirkan cairan penyari melalui serbuk simplisia yang telah dibasahi. Pada proses 
ini senyawa organik akan terbawa bersama-sama pelarut. Prinsip perkolasi adalah 
serbuk simplisia ditempatkan dalam suatu bejana silinder, yang bagian bawah diberi 
sekat berpori. Cairan penyari dialirkan dari atas ke bawah melalui serbuk tersebut, 
cairan penyari akan melarutkan zat aktif dari sel–sel yang dilalui sampai mencapai 
keadaan jenuh. Gerak ke bawah disebabkan oleh kekuatan gaya beratnya sendiri dan 
cairan diatasnya, dikurangi dengan daya kapiler yang cenderung untuk menahan. 
Efektifitas dari proses ini akan lebih besar untuk senyawa organik yang sangat mudah 
larut dalam pengekstrak yang digunakan (Darwin, 2000). Kelemahan dari metode ini 
adalah proses ekstraksi dapat berjalan lambat dan membutuhkan jumlah pelarut yang 




 Sokhlet merupakan suatu alat untuk menyempurnakan proses ekstraksi. Pada 
metode ini uap dari pelarut organik akan naik melalui pipa samping dan diembunkan 
kembali melalui pendingin tegak. Kemudian cairan akan turun ke dalam labu melalui 
tabung berisi simplisia. Metode ini sangat baik digunakan untuk senyawa yang tidak 
mudah terpengaruh panas. Keuntungan utama dari metode ini adalah waktu dan 
pelarut yang dibutuhkan lebih sedikit jika dibandingkan dengan maserasi dan 
perkolasi. Namun kelemahannya adalah pada ekstraksi ini yaitu ekstrak terus 
mengalami proses pemanasan hingga pada titik didih dari pelarut yang digunakan, hal 
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ini dapat merusak senyawa-senyawa yang tidak tahan panas (Sarker et al., 2006). 
Selain itu, pada metode ini sampel yang ideal untuk digunakan juga terbatas yaitu 
hanya sampel kering dan sampel padat yang benar-benar halus (Azwanida, 2015).  
 
2.7 Pelarut etanol 
 
 Etanol merupakan suatu senyawa alkohol yang dapat dijadikan sebagai 
pelarut dalam proses ekstraksi. Menurut Hasanah, (Aliya dan Fikri, 2011 dalam Huda 
2014), pelarut (solven) adalah zat yang berfungsi untuk melarutkan dan memisahkan  
zat terlarut (solute) dari material yang memilki kelarutan lebih rendah daripada pelarut.  
Pelarut yang sering digunakan dalam proses ekstraksi adalah aseton, nheksan, etilen 
diklorida, isopropil alkohol, etanol dan metanol. Etanol atau etil alkohol (C2H5OH) 
termasuk kelompok hidroksil yang memberikan polaritas pada molekul dan 
mengakibatkan meningkatnya ikatan hidrogen intermolekuler. Etanol memilkii sifat 
yaitu titik didih 78,4oC dan titik beku pada -112oC. Pelarut etanol dapat bercampur 
dengan air, volatil dan memiliki sifat tidak berwarna (Hart, 2003). Sifat lain dari etanol 
yaitu transparan, mudah terbakar, dan mudah menguap (Huda, 2014).  
 Etanol dipertimbangkan sebagai pelarut pada proses ekstraksi karena sifatnya 
yang lebih selektif, tidak beracun, netral, absorbsinya baik, selain itu etanol dapat 
bercampur dengan air pada segala perbandingan dan panas yang diperlukan untuk 
pemekatan lebih sedikit. Etanol memiliki titik didih yang lebih rendah jika dibandingkan 
dengan isopropil alkohol namun lebih tinggi jika dibandingkan dengan metanol. Gugus 
OH yang terdapat pada etanol dapat membantu melarutkan molekul polar dan ion-ion 
serta gugus alkilnya CH3CH2- dapat mengikat bahan non-polar yang menyebabkan 
etanol dapat melarutkan baik senyawa polar maupun non-polar (Thoha, 2009). 
Menurut (Solomons 1990, dalam Ashad 2016), sifat-sifat dari etanol yaitu: 
1. Mudah menguap dan mudah terbakar.  
2. Salah satu pelarut yang baik dalam melarutkan senyawa – senyawa organik.  
3. Bila direaksikan dengan asam karboksilat akan menghasikan dan membentuk ester 
dan air. 







LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) adalah suatu teknik 
analisa yang mengabungkan antara pemisahan fisik yang menggunakan kromatografi 
cair dan deteksi massa menggunakan spektrometri massa (Parasuraman et al., 
2014). Kromatogram cair (LC) berfungsi untuk memisahkan komponen sampel dan 
kemudian dibawa ke spektrometer massa (MS). Spektrometer massa berfungsi untuk 
menciptakan dan mendeteksi ion bermuatan. Data yang didapatkan dari analisa LC-
MS dapat digunakan untuk memberikan informasi tentang berat molekul, struktur, 
identitas dan kuantitas komponen tertentu dari sampel (Packard-Hewlett, 1998). Cara 
kerja dari LC-MS yaitu, sampel yang akan dianalisa awalnya akan melalui 
kromatografi cair terlebih dahulu untuk dipisahkan antara satu komponen dengan 
yang lainnya. Kemudian komponen yang telah dipisahkan tersebut disemprot 
menggunakan sumber ion tekanan atmosfer dimana komponen tersebut agar berubah 
menjadi ion dalam bentuk gas (Korfmacher, 2005). Salah satu teknik ionisasi yang 
paling sering digunakan pada LC-MS yaitu electrospray ionisation (ESI). Sampel yang 
berupa cairan akan dipompa melalui kapiler dan diubah menjadi tetesan yang 
berukuran sangat kecil. Lalu tetesan tersebut diubah menjadi fase gas yang dibantu 
oleh panas dan nitrogen. Pada proses ini, muatan listrik dari tetesan tersebut akan 
berpindah ke molekul yang ingin dideteksi. Selanjutnya, spektrometri massa akan 
melakukan seleksi pada molekul yang ingin dideteksi, pendeteksian molekul ini 
berdasarkan rasio massa terhadap muatan (mass-to-charge ratio, m/z) dari masing-
masing molekul. Molekul dengan rasio m/z yang tidak diinginkan kemudian akan 
dihilangkan, sedangkan molekul atau analit dengan m/z rasio yang diinginkan akan 
diteruskan ke detektor. Detektor akan menghasilkan puncak-puncak apabila molekul 





    METODOLOGI PENELITIAN 
 
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 
 
 Penelitian ini dimulai pada bulan Desember 2017 sampai dengan Juli 2018 
dan dilaksanakan pada beberapa tempat, yaitu: 
1. Laboratorium Pengolahan Pangan, THP-UB 
2. Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan, THP-UB 
3. Laboratorium Kimia Polinema 
 




Bahan yang digunakan adalah kulit jeruk baby java (Citrus sinesis L. Osbeck) 
yang diperoleh dari petani di Desa Selorejo Kota Malang dengan karakteristik warna 
hijau-kuning, etanol 90%, etanol 85%, etanol 80%, akuades, metanol, DPPH 
(diphenyl picrylhy drazyl) 0,2 mM, asam tanat standar, follin-ciaocalteau, Na2CO3, 




Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tabung reaksi, pipet volume, 
gelas ukur, blender, erlenmeyer, kertas saring, loyang, shaker water bath, alumunium 
foil, pengering cabinet, timbangan digital, tissue, ayakan 80 mesh, shaker water bath, 
penyaring vakum, rotary vacuum evaporator, spektrofotometer (UV-VIS), alat 
semprot nitrogen, kompor, pisau, alumunium foil, corong plastik, cawan petri, 







3.3 Metode Penelitian 
 
 Penelitian ini disusun secara faktorial yang dirancang dengan Rancangan 
Acak Kelompok (RAK) dengan 2 faktor. Faktor I merupakan konsentrasi etanol yang 
terdiri dari 3 level yaitu etanol 80%, etanol 85% dan etanol 90%. Sedangkan untuk 
faktor II yang merupakan lama waktu ekstraksi yang terdiri dari 3 level yaitu 12 jam, 
24 jam, dan 36 jam. Dari kombinasi kedua faktor tersebut, didapatkan 9 kombinasi 
perlakuan dengan 3 kali ulangan sehingga diperoleh sebanyak 27 perlakuan. 
 
Faktor I : Konsentrasi etanol (%) 
 K1 = 80% 
 K2 = 85% 
 K3 = 90% 
 
Faktor II : Lama Waktu Ekstraksi (jam) 
 E1 = 12 jam 
 E2 = 24 jam 
 E3 = 36 jam 
Dari kedua faktor tersebut, diperoleh kedua kombinasi perlakuan sebagai berikut : 
Tabel 3.1 Perlakuan sampel ekstrak kulit jeruk baby java 
Konsentrasi pelarut Lama waktu ekstraksi 
12 jam (E1) 24 jam (E2) 36 jam (E3) 
80% (K1) K1E1 K1E2 K1E3 
85% (K2) K2E1 K2E2 K2E3 
90% (K3) K3E1 K3E2 K3E3 
 
K1E1 : Konsentrasi etanol 80% dan waktu ekstraksi 12 jam 
K2E1 : Konsentrasi etanol 85% dan waktu ekstraksi 12 jam 
K3E1 : Konsentrasi etanol 90% dan waktu ekstraksi 12 jam 
K1E2 : Konsentrasi etanol 80% dan waktu ekstraksi 24 jam 
K2E2 : Konsentrasi etanol 85% dan waktu ekstraksi 24 jam 
K3E2 : Konsentrasi etanol 90% dan waktu ekstraksi 24 jam 
K1E3 : Konsentrasi etanol 80% dan waktu ekstraksi 36 jam 
K2E3 : Konsentrasi etanol 85% dan waktu ekstraksi 36 jam 
K3E3 : Konsentrasi etanol 90% dan waktu ekstraksi 36 jam 
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3.4 Pelaksanaan Penelitian 
 Penelitian ini dibagi menjadi 2 tahap yaitu : 
3.4.1 Pembuatan bubuk kulit jeruk baby java 
Tahapan ini bertujuan untuk menghasilkan bubuk dari kulit jeruk baby java. 
Proses dari pembuatan bubuk kulit jeruk baby java adalah sebagai berikut: 
1. Kulit dari jeruk baby java segar dibersihkan dengan air hingga kotoran dan 
debu yang menempel pada kulit hilang 
2. Lalu kulit jeruk baby java dipotong kecil-kecil dengan ukuran seragam dan 
kemudian dicuci 
3. Ditiriskan hingga dingin 
4. Setelah dingin, kulit jeruk baby java dikeringkan pada cabinet dryer dengan 
suhu 55oC selama 8 jam 
5. Kulit jeruk baby java dihancurkan menggunakan blender kering 
6. Dilakukan pengayakan menggunakan ayakan ukuran 80 mesh. Hal ini 
bertujuan untuk menyamakan ukuran partikel dari bubuk kulit jeruk baby java 
7. Didapatkan hasil berupa bubuk kulit jeruk baby java dan dilakukan analisa 
 
3.4.2 Proses ekstraksi bubuk kulit jeruk baby java 
 Tahapan ini bertujuan untuk menghasilkan ekstrak kulit jeruk baby java. 
Proses pembuatan ekstrak kulit jeruk baby java adalah sebagai berikut : 
1. Bubuk kulit jeruk baby java yang sudah jadi ditimbang sebanyak 10 gram 
menggunakan timbangan analitik 
2. Bubuk kulit jeruk baby java dicampur dengan pelarut etanol dengan 
konsentrasi 80% 1:10 (b/v), 85% 1:10 (b/v) dan 90% 1:10 (b/v) 
3. Dilakukan proses ekstraksi dengan metode maserasi selama 12, 24, dan 36 
jam pada shaker water bath dengan suhu 40oC. 
4. Setelah itu disaring dengan penyaring vakum 
5. Filtrat diambil dan diuapkan dengan rotary evaporator dengan suhu 40oC 
selama 120 menit (tekanan 200 mbar, kecepatan 60 rpm). Proses ini bertujuan 
untuk menguapkan pelarut etanol. 
6. Disemprot gas N2 yang berfungsi untuk memaksimalkan penguapan pelatur 
etanol supaya tidak ada pelarut yang tersisa. 
7. Didapatkan hasil ekstrak kulit jeruk baby java dan dilakukan analisa 
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3.5 Parameter Penelitian 
 
 Pengamatan yang dilakukan terhadap ekstrak kulit jeruk baby java merupakan 
pengamatan terhadap senyawa bioaktif yang dapat dihasilkan dari kulit jeruk baby 
java. Parameter yang diamati adalah yang berkaitan dengan seberapa besar 
kandungan senyawa bioaktif pada kulit jeruk baby java yang dapat berperan sebagai 
antioksidan. Analisa yang dilakukan terhadap bubuk dan ekstrak kulit jeruk baby java 
meliputi: 
 Aktivitas antioksidan metode DPPH IC50 (Molyneux, 2004; Pinela et 
al., 2012). 
 Kadar Air metode Gravimetri/Oven untuk analis bahan kulit jeruk baby 
java (AOAC, 1996; Wrostald et al., 2005). 
 Kadar Tanin (AOAC, 1995). 
 Total Fenol (Sharma, 2011). 
 Total Flavonoid (Modifikasi Li et al., 2007). 
 Rendemen (AOAC, 1984). 
 
3.6 Analisa Data 
 
Analisa data dilakukan dengan metode Analysis of Variance (ANOVA) 
menggunakan program Minitab 17 untuk mengetahui apakah ada perbedaan atau 
pengaruh pada tiap perlakuan terhadap parameter yang diuji. Uji lanjut dilakukan 
dengan menggunakan uji Tukey pada selang kepercayaan 95%. Pemilihan perlakuan 











3.7 Diagram Alir 
3.7.1 Diagram Alir Pembuatan Bubuk Kulit Jeruk Baby  




            Dipotong kecil-kecil ukuran seragam 
 
           Dicuci dengan air mengalir 
 
                 Ditiriskan 
 
         Dikeringkan pada cabinet dryer suhu 55oC selama 8 jam 
 
 
                 Kulit Jeruk Baby Kering 
 
 
                Dihancurkan dengan blender kering 
 
                   Diayak  
                   (menggunakan ayakan 80 mesh) 
 
 





Gambar 3.1 Diagram Alir Proses Pembuatan Bubuk Kulit Jeruk Baby java 
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3.7.2 Diagram Alir Proses Ekstraksi Bubuk Kulit Jeruk Baby 
 
                Bubuk Kulit Jeruk Baby 
 
 
            Ditimbang sebanyak 10 gram 





Dilakukan ekstraksi maserasi selama 12 jam, 24 jam, dan 36 jam pada  shaker 
water bath dengan suhu 40oC 
 
              Disaring dengan kertas saring halus menggunakan penyaring vakum 
 
 
            Filtrat 
 
 
Diuapkan pelarut dengan Rotary Evaporator suhu 40oC selama 120 menit 
   (Tekanan 200 mbar, kecepatan 60 rpm) 
 
            Disemprot dengan gas N2 
 
 





Gambar 3.2 Diagram Alir Proses Pembuatan Ektraksi Kulit Jeruk Baby java 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1  Karakteristik Bahan Baku 
Pada proses ekstraksi kulit jeruk baby java ini, kulit jeruk baby java segar 
diubah menjadi bentuk bubuk sebelum dilakukan proses ekstraksi. Tujuan dari 
pengubahan bentuk ini adalah untuk memperkecil ukuran jeruk baby java agar pada 
saat proses ekstraksi, proses pengekstrasian lebih mudah terjadi karena dengan 
semakin kecilnya bentuk ukuran bahan maka luas permukaannya akan semakin luas 
sehingga proses ekstraksi akan semakin mudah. Dengan pengubahan bentuk ini akan 
membuat kandungan yang terekstrak dari kulit jeruk baby java akan semakin banyak. 
Parameter bahan baku serbuk yang dianalisa meliputi kadar air, rendemen, total fenol, 
kadar flavonoid, kadar tanin, dan aktivitas antioksidan IC50. 
Tabel 4.1 Karakteristik bubuk kulit jeruk baby java  
Karakteristik Bubuk kulit jeruk baby java 
 Hasil analisa Literatur 
Total fenol (mg GAE/g) 0,50 ± 0,05 9,40 ± 0,01 a 
Total flavonoid (mg QE/g) 0,20 ± 0,02 4,20 ± 0,02 a 
Kadar Tanin (mg/g) 2,59 ± 0,07 7,43 ± 2,8 b 
Aktivitas antioksidan (mg/L) 626,95 ± 25,85 - 
Rendemen (%) 36,06 ± 0,61 - 
Kadar air (%) 15,25 ± 0,21   9,68 ± 0,07 c  
1. Setiap data merupakan rerata 3 kali ulangan     
2. Nilai dinyatakan sebagai rata-rata ± standar deviasi 
a : Omoba et al. (2015) 
b : Rathod and Annapure, (2017) 
c : Egbuonu and Osuji, (2016)   
 
 Tabel 4.1 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan antara hasil dari analisis 
bahan baku dengan hasil dari literatur. Perbedaan hasil dapat disebabkan oleh 
metode dan jenis jeruk yang digunakan pada penelitian dan hasil literatur berbeda. 
Pada penelitian ini, metode analisa bahan baku dilakukan dengan cara melarutkan 
bubuk kulit jeruk baby java ke dalam metanol yang diletakkan pada magnetic stirrer 
selama 2 jam. Singkatnya waktu ekstraksi tersebut diduga menyebabkan hasil dari 
senyawa bioaktif yang terekstrak kurang optimal dan lebih rendah dibandingkan hasil 
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dari literatur. Dikarenakan masih terbatasnya literatur tentang karakteristik bubuk kulit 
jeruk baby java (Citrus sinensis L. Osbeck), maka jenis jeruk yang digunakan sebagai 
pembanding dengan hasil analisa yaitu berbeda, hal tersebut dapat membuat 
perbedaan hasil antara analisa dan literatur dikarenakan kandungan senyawa pada 
setiap kulit jeruk berbeda.  
Berdasarkan hasil analisis dari bubuk kulit jeruk baby java menghasilkan total 
fenol sebesar 0,50 mg GAE/g, sedangkan dari hasil literatur didapatkan total fenol 
sebesar 9,40 mg GAE/g. Faktor lain yang dapat menjadi penyebab terjadinya 
perbedaan total fenol dari hasil analisa dan literature selain metode analisa dna jenis 
jeruk adalah suhu pengeringan yang digunakan saat mengeringkan kulit jeruk, pada 
proses analisa ini kulit jeruk dikeringkan menggunakan cabinet oven dengan suhu 
55oC sedangkan pada penelitian yang dilakukan oleh Omoba (2015), dimana hasil 
penelitiannya tersebut dijadikan sebagai literatur penelitian ini, menggunakan 
ventilated oven dengan suhu 40oC untuk mengeringkan kulit jeruk sebelum dijadikan 
menjadi bentuk bubuk. Dari perbedaan suhu tersebut dapat dilihat bahwa suhu 
pengeringan yang digunakan pada penelitian ini lebih tinggi jika dibandingkan dengan 
suhu dari literatur, dan hal tersebut mungkin menjadi penyebab mengapa kadar fenol 
pada kedua bahan tersebut berbeda. Fenol merupakan salah satu senyawa yang 
sangat sensitif, tidak stabil dan sangat rentan terhadap degradasi, degradasi tersebut 
dapat dipengaruhi oleh temperatur, kandungan oksigen dan cahaya (Vatai et al., 
2009). Menurut Mediani et al. (2014) perlakuan panas mungkin dapat menyebaban 
terjadinya degradasi senyawa fenol dari tanaman tersebut. Penelitian lain yang 
dilakukan oleh Chen et al. (2011) menunjukkan bahwa kulit jeruk baby java (Citrus 
sinensis L. Osbeck) yang dikeringkan menggunakan suhu 50oC dan 60oC mengalami 
penurunan total fenol dibandingkan dengan kulit jeruk segar yang tidak dikeringan. 
Selain faktor perbedaan suhu pengeringan, faktor lain yang dapat berpengaruh antara 
lain kualitas jeruk yang digunakan, dan umur jeruk yang digunakan, faktor alam serta 
iklim tempat pertumbuhan jeruk, dan waktu panen.  
 Analisa total flavonoid dari bubuk kulit jeruk baby java dihasilkan sebesar 0,20 
± 0,02 mg QE/mg, sedangkan total flavonoid dari hasil literatur yaitu sebesar 4,20 ± 
0,02 mg QE/g. Hasil yang didapat dari analisa lebih rendah jika dibandingkan dengan 
hasil dari literatur. Penyebab perbedaan hasil dari total flavonoid bubuk kulit jeruk baby 
java pada penelitian ini dan hasil literatur mungkin disebabkan karena suhu 
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pengeringan yang berbeda, dimana suhu pengeringan pada penelitian ini lebih tinggi 
dari suhu pengeringan yang digunakan pada penelitian hasil literatur. Hal ini dapat 
menyebabkan flavonoid yang merupakan bagian dari fenol ikut terdegradasi. Faktor 
lain yang dapat berpengaruh yaitu jenis jeruk manis yang digunakan pada penelitian 
ini dan data pembanding berbeda sehingga menghasilkan total flavonoid yang 
berbeda pula. Selain itu menurut Chen et al. (2011) pada penelitiannya tentang total 
flavonoid pada kulit jeruk baby java, perbedaan hasil total flavonoid dari bubuk kulit 
jeruk mungkin dipengaruhi oleh umur panen. Umur panen tanaman dapat 
mempengaruhi kandungan bahan aktif dari tanaman tersebut. Masa panen memiliki 
kaitan erat dengan fase pertumbuhan tanaman yang mencerminkan tingkat 
kematangan fisiologis tanaman dan hal tersebut sangat berkaitan dengan produksi 
dan kandungan yang ada dalam tanaman (Santoso, 2007). Faktor iklim dan topografi 
dari perkebunan tanaman jeruk juga dapat menjadi faktor penyebab perbedaan 
kandungan dari kulit jeruk. Pada penelitian ini jeruk yang didapat berasal dari kota 
Malang Indonesia, sedangkan jeruk yang digunakan pada hasil literatur berasal dari 
Nigeria, perbedaan tempat tumbuh antara di Indonesia dan Nigeria tersebut 
memungkinkan memberikan pengaruh terhadap ketersediaan sinar matahari dan 
lingkungan. Menurut Chusine dan Lamb (2005), ketersediaan matahari dapat 
mempengaruhi jumlah senyawa flavonoid pada tumbuhan, senyawa flavonoid banyak 
terdapat pada sel-sel yang sedang melakukan proses fotosintesis dan memerlukan 
cahaya matahari yang cukup. 
 Kadar tanin kulit jeruk baby java lebih rendah jika dibandingkan dengan hasil 
dari literatur. Pada hasil penelitian kadar tanin diperoleh sebesar 2,59 mg/g, 
sedangkan hasil dari literatur sebesar 7,43 mg/g. Tanin merupakan suatu senyawa 
yang tidak mudah larut pada pelarut non-polar namun mudah larut pada pelarut polar 
seperti air atau etanol (Haslan, 1996). Lebih rendahnya kadar tanin pada kulit jeruk 
baby java dibandingkan hasil literatur diduga karena adanya oksidasi tanin pada 
proses analisa bubuk kulit jeruk baby java. Tanin yang mengalami oksidasi 
menyebabkan tanin menjadi lebih kaku dan menjadi susah larut dalam etanol 
sehingga kadar tanin yang terekstrak akan rendah (Zanchi et al, 2007). 
 Kadar air pada kulit jeruk baby java lebih tinggi jika dibandingkan dengan 
bubuk kulit jeruk baby java dari hasil literatur. Pada kulit jeruk baby java hasil penelitian 
kadar air yang didapatkan yaitu sebesar 15,25% sedangkan pada bubuk kulit jeruk 
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hasil analisa kadar ait yang didapatkan sebesar 9,68%. Perbedaan hasil kadar air 
diduga karena berbagai faktor, diantaranya faktor iklim dan faktor lingkungan. Faktor 
iklim yang dapat berpengaruh seperti suhu, cuaca dan curah hujan, sedangkan faktor 
lingkungan yang dapat berpengaruh meliputi kesuburan tanah, jenis tanah, 
pemeliharaan dan perlakuan tanaman yang diberikan.  
 




Rendemen adalah perbandingan jumlah ekstrak yang dihasilkan dari suatu 
proses ekstraksi tanaman. Rendemen merupakan suatu parameter untuk mengetahui 
seberapa banyak produk yang dihasilkan dari suatu proses produksi. Perhitungan 
rendemen ekstrak kulit jeruk baby java dilakukan dengan cara mengitung hasil bagi 
antara berat akhir kulit jeruk baby java setelah diekstraksi dan berat awal kulit jeruk 
baby java yang belum diekstraksi, kemudian hasil akhir tersebut dikalikan dengan 
100% (AOAC, 1984). Hasil rendemen dari ekstraksi kulit jeruk baby java berkisar 
antara 19% hingga 23%. Hasil rerata dari rendemen ekstraksi ini dapat dilihat pada 
gambar 4.1  
 
Gambar 4.1 Grafik Rerata Rendemen Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat Perbedaan 
Konsentrasi Etanol dan Lama Waktu Ekvstraksi 
 
Gambar 4.1 menunjukkan bahwa lama waktu ekstraksi yang berbeda 
cenderung meningkatkan rendemen ekstrak kulit jeruk baby java, sedangkan 





























diatas dapat dilihat bahwa rendemen pada konsentrasi 80% terus meningkat seiring 
dengan bertambahnya lama waktu ekstraksi, sedangkan pada konsentrasi  85% dan 
90% juga didapatkan hasil bahwa rendemen mengalami peningkatan seiring dengan 
lama waktu ekstraksi. Nilai rerata rendemen terendah didapatkan pada perlakuan 
konsentrasi pelarut 90% dengan lama waktu 12 jam, yaitu sebesar 19,35%. 
Sedangkan rendemen tertinggi didapatkan pada perlakuan konsentrasi 80% dengan 
lama watu 36 jam, yaitu sebesar 23,01 %. Menurut Suryandari (1981), semakin lama 
waktu ekstraksi akan memberikan kesempatan bahan untuk kontak dengan pelarut 
lebih lama, sehingga hasil rendemen bertambah besar. Berdasarkan hal tersebut 
maka pelarut dengan lama waktu ekstraksi 36 jam akan menghasilkan rendemen yang 
lebih banyak jika dibandingkan dengan lama waktu ekstraksi 12 jam dan 24 jam. 
Sedangakan konsentrasi pelarut yang semakin tinggi dapat menurunkan jumlah 
rendemen karena kandungan fraksi etanol yang semakin tinggi pula sehingga dapat 
menurunkan rendemen suatu ekstrak. 
Hasil sidik ragam (Lampiran 3) menunjukkan bahwa perbedaan perlakuan 
konsentrasi pelarut dan lama waktu estraksi memberikan pengaruh nyata (α= 0,05) 
terhadap rerata rendemen ekstrak kulit jeruk baby java, namun tidak terdapat interaksi 
diantara keduanya. Oleh karena itu uji lanjut dilakukan menggunakan uji Tukey. 
Rerata rendemen ekstrak kulit jeruk baby java dapat dilihat pada Tabel 4.2 
 
Tabel 4.2 Rerata Rendemen Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat Perlakuan Konsentrasi 
Etanol 
Konsentrasi Pelarut Rerata Rendemen 
(%) 
80% 22,30 ± 0,66 c 
85% 20,86 ± 0,46 b 
90% 19,67 ± 0,34 a 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  
2) Nilai yang didampingi huruf yang berbeda menyatakan berbeda nyata pada 
α=0,05 
 
Tabel 4.2 menunjukkan bahwa rerata rendemen ekstrak kulit jeruk baby java 
semakin menurun dengan meningkatnya konsentrasi etanol. Hal ini diduga karena 
semakin tinggi konsentrasi etanol maka kandungan air dalam pelarut tersebut 
semakin sedikit sehingga ketika pelarut diuapkan menggunakan rotary evaporator, 
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etanol yang teruapkan akan semakin banyak dan ekstrak menjadi semakin kental dan 
sedikit. Hal ini diperkuat oleh penelitian yang dilakukan oleh Agustin dan Ismiati (2015) 
tentang pengaruh konsentrasi etanol terhadap antosianin bunga kembang sepatu, 
dimana pada penelitian tersebut rendemen yang dihasilkan juga semakin menurun 
seiring dengan meningkatnya konsentrasi pelarut. Semakin tinggi konsentrasi pelarut 
maka proses evaporasi juga akan semakin cepat dan mudah. Hal ini dikarenakan titik 
didih etanol yang lebih rendah dibandingkan dengan air.  
Hasil rerata rendemen tertinggi didapatkan pada konsentrasi etanol 80% yaitu 
sebesar 22,30%. Hasil ini lebih tinggi dan berbeda nyata jika dibandingkan dengan 
konsentrasi pelarut 85% yaitu sebsar 20,86% dan konsentrasi pelarut 90% sebesar 
19,67%. Rendemen dari konsentrasi pelarut 80% lebih cair jika dibandingkan dengan 
pelarut etanol 85% dan 90%. Hal ini diduga karena masih terdapat kandungan air 
pada ekstrak tersebut. Seperti yang telah disebutkan sebelumnya bahwa titik didih air 
lebih tinggi dibandingkan titik didih etanol yang mengakibatkan air tidak bisa teruapkan 
ketika proses evaporasi dikarenakan suhu yang digunakan pada saat proses 
evaporasi hanya 40oC. Suhu saat proses evaporasi tersebut tidak cukup untuk 
menguapkan kandungan air yang ada pada pelarut etanol, sehingga semakin rendah 
konsentrasi etanol maka kandungan air pada ekstrak akan semakin banyak dan 
menyebabkan volume menjadi lebih tinggi. 
 
Rerata rendemen ekstrak kulit jeruk baby java terhadap perlakuan lama waktu 
ekstraksi dapat dilihat pada Tabel 4.3 
 






12 jam 20,47 ± 1,16 a 
24 jam 20,90 ± 1,31 ab 
36 jam 21,46 ± 1,48 b 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  
2) Nilai yang didampingi huruf yang berbeda menyatakan berbeda nyata pada 
α=0,05 
 
 Tabel 4.3 menunjukkan bahwa semakin lama waktu ekstraksi maka rerata 
rendemen ekstrak kulit jeruk baby java juga semakin tinggi. Hal ini diduga karena 
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semakin tinggi waktu ekstraksi maka pelarut memiliki waktu yang cukup banyak untuk 
menembus dinding sel dan menarik keluar senyawa-senyawa yang terkandung dalam 
bahan. Menurut Tambun et al. (2016) semakin lama waktu ekstraksi yang digunakan, 
maka pelarut semakin mudah untuk menarik zat-zat kimia yang ada. Kontak antara 
pelarut dengan bahan akan semakin lama sehingga dari keduanya akan terjadi 
pengendapan massa secara difusi sampai terjadi keseimbangan konsentrasi larutan 
di dalam dan di luar bahan ekstraksi. Pengaruh waktu dalam perolehan hasil ektraksi 
disebabkan karena lamanya kontak antara bahan dan pelarut semakin besar sampai 
batas tidak ada yang terekstraksi. Sehingga semakin lama waktu ekstraksi maka 
semakin banyak rendemen yang dihasilkan (Ningsih et al., 2015). Rendemen ekstrak 
pada metode maserasi memiliki rendemen yang lebih kecil jika dibandingkan dengan 
metode refluks dan soxhletasi, hal ini dikarenakan metode maserasi hanya 
menggunakan panas sedang ataupun tidak menggunakan panas sama sekali. Oleh 
karena itu, untuk memperoleh zat aktif yang lebih banyak dibutuhkan waktu dan 
proses yang lama (Wijaya et al., 2018). 
Hasil rerata rendemen tertinggi terdapat pada lama ekstraksi dengan waktu 36 
jam sebesar 21,46%. Hasil tersebut lebih tinggi dan berbeda nyata jika dibandingkan 
dengan rendemen yang dihasilkan dari perlakuan lama ekstraksi 24 jam yaitu sebesar 
20,90% dan lama ekstraksi 12 jam sebesar 20,47%. Menurut Ningsih et al. (2015), 
pada penelitiannya tentang proses ekstraksi remaserasi kulit buah durian menyatakan 
bahwa semakin tinggi lama waktu yang digunakan (2 hari, 5 hari, 7, hari, 9 hari, dan 
11 hari), jumlah rendemen yang didapatkan semakin bertambah hingga hari ke-9 dan 
menurun pada hari ke-11 karena adanya pemanasan yang terlalu lama. Hal ini dapat 
menguatkan dugaan bahwa semakin lama waktu ekstraksi pada kulit jeruk baby java, 
maka rendemen yang dihasilkan juga akan semakin meningkat. Selain itu diduga 
bahwa ketika lama waktu ekstraksi 36 jam, ekstraksi belum mengalami 
kesetimbangan sehingga rendemen terus meningkat dan nantinya jumlah rendemen 
akan menurun ketika titik optimal ekstraksi telah tercapai. 
 
4.2.2 Total Fenol 
 
Hasil analisa rerata total fenol ekstrak kulit jeruk baby java yang didapat 
berkisar antara 3,63 mg GAE/g hingga 5,09 mg GAE/g. Rerata total fenol dari ekstrak 
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kulit jeruk baby java akibat pengaruh perbedaan konsentrasi etanol dan lama waktu 
ekstrasi dapat dilihat pada Gambar 4.2. 
  
Gambar 4.2 Grafik Rerata Total Fenol Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat Perbedaan 
Konsentrasi Etanol dan Lama Waktu Ekstraksi 
 
 Gambar 4.2 menunjukkan bahwa perlakuan pemberian konsentrasi etanol 
dan lama waktu ekstraksi yang berbeda cenderung meningkatkan total fenol pada 
ekstrak kulit jeruk baby java. Dari grafik diatas dapat dilihat bahwa jumlah total fenol 
pada konsentrasi 80% terus meningkat seiring dengan bertambahnya lama waktu 
ekstraksi, pada konsentrasi 85% juga didapatkan hasil bahwa total fenol mengalami 
peningkatan seiring dengan lama waktu ekstraksi. Namun pada konsentrasi 90% total 
fenol mengalami penurunan pada lama waktu 12 jam dan mengalami peningkatan 
kembali pada waktu 24 jam dan kembali menurun saat diekstraksi pada waktu 36 jam. 
Nilai rerata total fenol terendah didapatkan pada perlakuan konsentrasi pelarut 80% 
dengan lama waktu 12 jam, yaitu sebesar 3,63 mg GAE/g. Sedangkan nilai total fenol 
tertinggi didapatkan pada perlakuan konsentrasi 85% dan lama watu 36 jam, yaitu 
sebesar 5,09 mg GAE/g. Jika dilihat dari grafik diatas, dengan waktu ekstraksi yang 
berbeda total fenol pada perlakuan konsentrasi etanol 90% pada waktu ekstraksi 36 
jam cenderung mengalami penurunan jika dibandingkan dengan hasil total fenol dari 
ekstrak dengan konsentrasi 85% dan 80%. Diduga pada konsentrasi 90% dengan 
lama waktu 36 jam mungkin sudah memasuki fase jenuh sehingga dalam keadaan 
tersebut proses ekstraksi tidak berjalan secara maksimal dan mempengharuhi total 
fenol yang terekstrak dari kulit jeruk baby java. Tingginya konsentrasi etanol dan waktu 
ekstraksi yang terlalu lama mungkin menjadi faktor penyebab terjadinya proses 































 Hasil analisa ragam menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi pelarut dan 
lama waktu ekstraksi memberikan pengaruh nyata (α= 0,05) terhadap total fenol 
ekstrak kulit jeruk baby java dan terjadi interaksi diantara kedua faktor tersebut 
(Lampiran 4), maka dari itu perlu dilakukan uji selanjutnya menggunakan uji Tukey 
yang dapat dilihat pada Tabel 4.4 
 






Fenol (mg GAE/g) 
 
80% 
12 jam 3,63 ± 0,02 a 
24 jam 3,81 ± 0,07 ab 
36 jam 4,11 ± 0,38 c 
 
85% 
12 jam 4,09 ± 0,11 bc 
24 jam 4,48 ± 0,04 d 
36 jam 5,09 ± 0,01 f 
 
90% 
12 jam 4,62 ± 0,24 de 
24 jam 4,80 ± 0,00 e  
36 jam 4,36 ± 0,03 cd 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  
2) Nilai yang didampingi huruf yang berbeda menyatakan berbeda nyata pada 
α=0,05 
  
Tabel 4.4 menunjukkan bahwa konsentrasi etanol dan lama waktu ekstraksi 
cenderung meningkatkan rerata total fenol pada konsentrasi 80% dan konsentrasi 
85% dengan waktu ekstraksi 12 jam, 24 jam, 36 jam dan 36 jam, serta pelarut dengan 
konsentrasi 90% dengan lama waktu ekstraksi 12 jam dan 24 jam. Namun pada 
perlakuan konsentrasi 90% dengan lama waktu 36 jam rerata fenol mengalami 
penurunan. Selain itu, keseluruhan rerata total fenol dari perlakuan konsentrasi 90% 
juga mengalami penurunan jika dibandingkan dengan keseluruhan rerata fenol 
konsentrasi 85%.  Rerata total fenol terendah didapat pada perlakuan konsentrasi 
80% dengan lama waktu ekstraksi 12 jam yaitu sebesar 3,63 mg GAE/mg, sedangkan 
rerata total fenol tertinggi didapatkan pada perlakuan konsentrasi 85% dengan lama 
waktu 36 jam yaitu sebesar 5,09 mg GAE/g.  
Tingginya rerata total fenol pada konsentrasi 85% dan terjadinya penurunan 
rerata total fenol pada konsentrasi 90% mungkin disebabkan karena kandungan 
metabolit sekunder pada konsentrasi pelarut 85% lebih banyak terekstrak 
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dibandingkan dengan pelarut berkonsentrasi 90%. Hal tersebut dapat terjadi karena 
adanya perbedaan polaritas antara pelarut. Berdasarkan prinsip “like dissolve like”, 
suatu pelarut akan mampu melarutkan suatu senyawa yang memiliki sifat kepolaran 
yang hampir sama dengan pelarut tersebut (Spigno et al., 2007; Zhang, 2007; Yang 
and Zhang, 2008). Menurut Shadmani (2004), semakin tinggi konsentrasi etanol yang 
digunakan maka tingkat kepolaran dari pelarut tesebut akan semakin rendah. Hal ini 
dapat membuat kemampuan etanol dalam mengekstrak senyawa polar menurun. 
Pada penelitian ini rerata fenol tertinggi didapatkan pada konsentrasi 85% dengan 
lama waktu 36 jam, hal ini diduga dikarenakan sebagian besar senyawa fenol pada 
kulit jeruk baby java memiliki kepolaran yang hampir sama dengan pelarut etanol 
berkonsentrasi 85%. Hal tersebut cenderung menyebabkan rerata fenol dari ekstrak 
konsentrasi 80% dan 90% lebih rendah dikarenakan kedua pelarut ini memiliki tingkat 
kepolaran yang berbeda dari pelarut 85%. Chew et al. (2011), menyebutkan bahwa 
kesamaan kepolaran suatu pelarut dengan fenol dapat mempengaruhi nilai total fenol 
tersebut. Tingginya total fenol dari konsentrasi 85% ini juga berkaitan dengan lama 
waktu ekstraksi yang digunakan, menurut Ayuningtyas (2010), waktu ekstraksi akan 
memberikan waktu yang optimal pada bahan dan pelarut untuk melakukan kontak dan 
semakin banyak senyawa bioaktif yang terekstrak. Hal inilah yang diduga 
menyebabkan perlakuan konsentrasi 85 % dengan lama waktu 36 jam menghasilkan 
rerata fenol paling tinggi dibandingkan yang lainnya, karena semakin lama waktu 
ekstraksi dilakukan maka kesempatan total metabolit sekunder yang terkestrak pada 
etanol 85% akan semakin besar pula sehingga rerata total fenol  yang didapatkan juga 
akan semakin tinggi.  
Adanya penurunan total fenol pada konsentrasi 90% dengan lama waktu 36 
jam tentu tidak sesuai dengan penjelasan yang telah dijelaskan sebelumnya bahwa 
semakin lama waktu ekstraksi maka metabolit sekunder yang terkestrak pun juga 
akan semakin tiggi. Hal ini ini diduga karena pada perlakuan tersebut terdapat proses 
degradasi fenol. Fenol merupakan senyawa yang sangat rentan terdegradasi oleh 
suhu, oksigen dan cahaya. Menurut Melo et al. (2005), kecepatan degradasi fenol 
meningkat seiring dengan bertambahnya jumlah oksigen. Meskipun proses ekstraksi 
pada penelitian ini dilakukan di tempat yang tertutup dan terhindar dari cahaya, namun 
kemungkinan terpapar oksigen bisa saja terjadi. Hal ini dikarenakan penutupan mulut 
wadah tempat ekstraksi yang digunakan hanya terbuat dari alumunium foil sehingga 
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penutupan kurang rapat dan masih memungkinkan oksigen dari udara masuk yang 
dapat larut dalam etanol. Kelarutan oksigen pada pelarut etanol yaitu sebesar 60.000 
ppm, sedangkan kelarutan oksigen pada air yaitu sebesar 10.000 ppm (Garchia-
Ochoa et al., 2004; Washburn, 2003). Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi 
konsentrasi etanol maka kelarutan oksigen pada etanol tersebut akan semakin 
meningkat jika dibandingkan dengan etanol yang memiliki campuran air lebih banyak. 
Waktu ekstraksi yang semakin lama membuat kesempatan terjadinya degradasi fenol 
juga semakin tinggi sehingga menyebabkan total fenol yang dihasilkan akan semakin 
rendah. Selain itu kemungkinan lain adalah pelarut sudah memasuki fase jenuh dan 
fenol sudah mengalami degradasi karena adanya panas pada proses maserasi. 
Selain itu menurut Mediani et al. (2014) perlakuan panas mungkin dapat menyebaban 
terjadinya degradasi senyawa fenol dari tanaman tersebut. 
 
4.2.3 Total Flavonoid 
 
Hasil analisa rerata total flavonoid ekstrak kulit jeruk baby java yang didapat 
berkisar antara 2,94 mg QE/g hingga 3.,89 mg QE/g. Rerata total fenol dari ekstrak 
kulit jeruk baby java akibat pengaruh perbedaan konsentrasi etanol dan lama waktu 
ekstrasi dapat dilihat pada Gambar 4.3 
 
Gambar 4.3 Grafik Rerata Total Flavonoid Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat Perbedaan 
Konsentrasi Etanol dan Lama Waktu Ekstraksi 
 
Gambar 4.3 menunjukkan bahwa perlakuan pemberian konsentrasi pelarut 
dan lama waktu ekstraksi yang berbeda cenderung meningkatkan total flavonoid pada 
ekstrak kulit jeruk baby java. Hal ini diduga karena flavonoid merupakan senyawa 































yang memiliki sifat polar seperti etanol. Dari grafik diatas dapat dilihat bahwa jumlah 
total flavonoid pada konsentrasi 80% terus meningkat seiring dengan bertambahnya 
lama waktu ekstraksi, pada konsentrasi 85% juga didapatkan hasil bahwa total fenol 
mengalami peningkatan seiring dengan lama waktu ekstraksi. Namun pada 
konsentrasi 90% total flavonoid terus mengalami penurunan pada lama waktu 12 jam 
hingga pada waktu 36 jam. Hal ini diduga dikarenakan berkaitan dengan konsentrasi 
pelarut yang digunakan, pelarut yang memiliki konsentrasi semakin tinggi diduga 
kurang efektif untuk mengekstrak flavonoid jeruk baby java. Selain itu waktu ekstraksi 
yang semakin lama dapat membuat proses ekstraksi semakin berkurang 
kecepatannya sehingga meskipun waktu ekstraksi dilakukan lebih lama tidak akan 
membuat total flavonoid yang terekstrak semakin meningkat (Tan et al., 2013). Nilai 
rerata total flavonoid terendah didapatkan pada perlakuan konsentrasi pelarut 80% 
dengan lama waktu 12 jam, yaitu sebesar 2,94 mg QE/g. Sedangkan nilai total 
flavonoid tertinggi didapatkan pada perlakuan konsentrasi 85% dan lama watu 36 jam, 
yaitu sebesar 3,89 mg QE/g.  
Hasil analisa ragam menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi pelarut dan 
lama waktu ekstraksi memberikan pengaruh nyata pada selang kepercayaan 5% 
terhadap total fenol ekstrak kulit jeruk baby java dan terjadi interaksi diantara kedua 
faktor tersebut (Lampiran 5), maka dari itu perlu dilakukan uji selanjutnya 
menggunakan uji Tukey yang dapat dilihat pada Tabel 4.5 
 











12 jam 2,948 ± 0,08 a 
24 jam 3,208 ± 0,14 b 
36 jam 3,439 ± 0,04 bc 
 
85% 
12 jam 3,358 ± 0,17 bc 
24 jam 3,519 ± 0,10 c 
36 jam 3,890 ± 0,05 d 
 
90% 
12 jam 3,528 ± 0,03 c 
24 jam 3,660 ± 0,05 c 
36 jam 3,418 ± 0,06 bc 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  





Tabel 4.5 menunjukan bahwa rerata total flavonoid pada konsentrasi etanol 
80% dan 85% meningkat seiring dengan bertambahnya lama waktu ekstraksi. Namun 
pada konsentrasi 90% rerata flavonoid mengalami penurunan seiring dengan 
bertambahnya lama waktu. Hal ini diduga karena adanya perbedaan polaritas dari 
pelarut yang digunakan. Flavonoid memiliki ikatan dengan gugus gula yang 
menyebabkan flavonoid bersifat polar. Saat flavonoid berikatan dengan gugus gula 
dan membentuk glikosida, sifat kepolaran flavonoid tersebut akan semakin tinggi hal 
ini dikarenakan adanya gula yang terikat pada flavonoid menyebabkan mudah larut 
dalam air. Menurut Ding (1998), kepolaran dari pelarut etanol akan meningkat seiring 
dengan meningkatnya jumlah air yang ditambahkan pada pelarut tersebut. Hal 
tersebut menyebabkan konsentrasi pelarut yang memiliki konsentrasi tinggi akan 
menjadi semakin non-polar dan kurang efektif digunakan untuk mengekstrak flavonoid 
yang memiliki sifat polar.   
Hasil rerata tertinggi pada ekstrak kulit jeruk baby java didapatkan perlakuan 
konsentrasi 85% dengan lama waktu 36 jam sebanyak 3,89 mg QE/g. Tingginya total 
flavonoid pada perlakuan ini disebabkan karena kecocokan polaritas antara pelarut 
yang digunakan dengan flavonoid yang terkandung dalam kulit jeruk baby java. 
Menurut Schieber, Stintzing, & Carle (2001), beberapa jenis flavonoid yang ada pada 
kulit jeruk manis adalah hesperidin, naringin, narirutin, diosmin, eryocitrin 
neohesperidin, diosmin, nobilaten, tangeritin. Dari beberapa jenis flavonoid yang 
terkandung dalam kulit jeruk manis tersebut terdapat flavonoid yang merupakan 
aglikon flavonoid dan glikosida flavonoid (Londono et al., 2009). Flavonoid terdiri dari 
aglikon, glikosida, dan methylated derivatives (Kumar and Pandey, 2013).  Selain itu, 
Landono juga menyebutkan bahwa jenis flavonoid yang paling banyak terkandung 
pada kulit jeruk adalah hesperidin yang merupakan glikosida flavonoid. Seperti yang 
telah dijelaskan sebelumnya bahwa semakin tinggi glikosida yang terbentuk maka 
flavonoid tersebut akan semakin polar. Hal inilah yang diduga membuat pelarut 
dengan konsentrasi etanol 85% lebih efektif dibandingkan dengan konsentrasi etanol 
90% yang memiliki sifat kurang polar. Pelarut dengan konsentrasi etanol 85% akan 
lebih baik dalam mengekstrak senyawa glikosida flavonoid yang sebagian besar ada 
pada kulit jeruk. Selain itu, kulit jeruk juga mengandung aglikon flavonoid, salah 
satunya yaitu senyawa hesperitin. Aglikon flavonoid adalah struktur sederhana dari 
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flavonoid, flavonoid jenis ini memiliki sifat kelarutan yang rendah dalam air (Kumar 
and Pandey, 2013). Hal ini menyebabkan aglikon flavonoid memiliki sifat kurang polar 
dibandingkan glikosida flavonoid. Senyawa aglikon flavonoid tersebut akan dapat 
terekstrak lebih baik jika diekstrak menggunaan pelarut yang juga memiliki sifat non-
polar. Oleh karena itu, etanol konsentrasi 85% lebih efektif digunakan jika 
dibandingkan dengan pelarut etanol 80% karena sifat pelarut etanol 85% yang lebih 
non-polar. Kedua hal tersebut diduga membuat kandungan glikosida flavonoid dan 
aglikon flavonoid pada ekstra kulit jeruk baby java pada perlakuan konsentrasi 85% 
lebih tinggi dibandingan kedua pelarut lainnya. 
Hasil rerata terendah total flavonoid didapatkan pada perlakuan konsentrasi 
80% dengan lama waktu 12 jam sebesar 2,94 mg QE/g. Hal ini dipengaruhi oleh 
konsentrasi pelarut seperti yang telah dijelaskan pada paragraf sebelumnya, dan lama 
waktu dari proses ekstraksi. Umumnya lama waktu estraksi yang semakin lama akan 
membuat kontak antara pelarut dengan bahan akan semakin besar sehingga proses 
menembus dinding sel untuk menarik senyawa-senyawa yang terkandung dalam 
bahan tersebut akan semakin tinggi pula. Semakin lama waktu ekstrasi maka proses 
pelarut melakukan penetrasi ke dalam bahan akan semakin tinggi sehingga senyawa 
flavonoid yang dihasilkan akan semakin meningkat (Ashad, 2016). Namun proses 
ektraksi yang terlalu lama juga dapat membuat pelarut menjadi jenuh dan tidak 
mampu melakukan proses eksraksi secara optimal. Rerata total flavonoid yang 
menurun pada konsentrasi 90% dengan lama waktu 36 jam diduga karena pada 
perlakuan tersebut pelarut sudah mengalami fase jenuh sehingga rerata total 
flavonoid menurun, hal ini dapat disebabkan karena adanya degradasi flavonoid yang 
disebabkan oleh oksigen. Menurut Ramesova et al. (2102), flavonoid adalah senyawa 
yang tidak stabil terhadap oksigen, sehingga oksigen bebas yang ada di udara dapat 
dengan mudah membuat flavonoid terdegradasi. Adanya degradasi flavonoid ini 
menyebabkan jumlah flavonoid yang terekstrak menjadi lebih rendah. 
 
4.2.4 Kadar Tanin 
 
Tanin merupakan suatu senyawa yang tersebar luas dalam tanaman, senyawa 
ini termasuk dalam polifenol yang bersifat antioksidan. Senyawa ini dapat bereaksi 
dengan senyawa organik seperti asam amino dan alkaloid. Pada penelitian ini 
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pengujian kadar tanin menggunakan asam tanat sebagi kurva standar. Berdasarkan 
penentuan kurva standar asam tanat didapatkan persamaan regresi linear y= 0.012x 
– 0.0148. Hasil analisa rerata kadar tanin dari ekstrak kulit jeruk baby java yang 
didapat berkisar antara 20,00 mg/g hingga 31,95 mg/g. Rerata kadar tanin ekstrak 
kulit jeruk baby java akibat pengaruh perbedaan konsentrasi pelarut dan lama waktu 
ekstrasi dapat dilihat pada Gambar 4.4 
 
Gambar 4.4 Grafik Rerata Kadar Tanin Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat Perbedaan 
Konsentrasi Etanol dan Lama Waktu Ekstraksi 
  
Gambar 4.4 menunjukkan bahwa perlakuan pemberian konsentrasi etanol 
dan lama waktu ekstraksi yang berbeda cenderung meningkatkan kadar tanin ekstrak 
kulit jeruk baby java. Dari grafik diatas dapat dilihat bahwa kadar tanin pada 
konsentrasi 80% terus meningkat seiring dengan bertambahnya lama waktu ekstraksi, 
sedangkan pada konsentrasi 85% juga didapatkan hasil bahwa kadar tanin 
mengalami peningkatan seiring dengan lama waktu ekstraksi. Namun pada saat 
dilakukan ekstraksi dengan konsentrasi 90% kadar tanin terus mengalami penurunan 
seiring dengan semakin lama waktu ekstraksi. Nilai rerata kadar tanin terendah 
didapatkan pada perlakuan konsentrasi pelarut 80% dengan lama waktu 12 jam, yaitu 
sebesar 20,00 mg/g. Sedangkan kadar tanin tertinggi didapatkan pada perlakuan 
konsentrasi 85% dan lama watu 36 jam, yaitu sebesar 31,95 mg GAE/g. Konsentrasi 
pelarut yang semakin tinggi dapat meningkatkan kadar total tanin pada ekstrak kulit 
jeruk baby java. Hal ini disebabkan karena perbedaan konsentrasi etanol sebagai 
pelarut dapat mempengaruhi jumlah tanin yang terlarut dalam proses ekstraksi, selain 
itu tingkat kepolaran pelarut yang berbeda akan menyebabkan kemampuan pelarut 
dalam mengesktrak tanin akan berbeda pula. Selain itu, pada konsentrasi 90% 


























sudah tidak memungkinkan terjadinya ekstraksi pada kulit jeruk baby java. Pada awal 
proses ekstraksi seluruh senyawa yang ada pada bahan akan terekstrak keluar dan 
bercampur dengan pelarut. Namun setelah proses tersebut sudah mencapai titik 
optimal, senyawa yang ada pada bahan akan mengalami penuruan (Ashad, 2016).  
Hasil sidik ragam menunjukkan bahwa perbedaan perlakuan konsentrasi 
pelarut dan lama waktu estraksi memberikan pengaruh nyata (α= 0,05) terhadap 
rerata kadar tanin ekstrak kulit jeruk baby java, dan terdapat interaksi antara keduanya 
(Lampiran 6). Oleh karena itu uji lanjut dilakukan menggunakan uji lanjut Tukey yang 
dapat dilihat pada Tabel 4.6 
 









12 jam 20,00 ± 0,40 a 
24 jam 22,23 ± 1,55 ab 
36 jam 23,20 ± 0,24 abc 
 
85% 
12 jam 21,41 ± 1,29 ab 
24 jam 29,65 ± 1,18 ef 
36 jam 31,95 ± 0,14 f 
 
90% 
12 jam 28,53 ± 1,68 de 
24 jam 26,68 ± 0,72 cde  
36 jam 24,37 ± 0,51 bcd 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  
2) Nilai yang didampingi huruf yang berbeda menyatakan berbeda nyata pada 
α=0,05 
 
 Tabel 4.6 menyatakan bahwa rerata kadar tanin ekstrak kulit jeruk baby java 
cenderung mengalami peningkatan pada konsentrasi etanol 80% dan 85% seiring 
dengan semakin lama waktu ekstraksi. Namun pada konsentrasi 90% rerata tanin 
tanin terus mengalami penurunan. Hal ini diduga berkaitan dengan sifat tanin dan 
keporan dari pelarut. Pada proses ekstraksi pelarut memiliki peranan yang penting, 
suatu pelarut harus memiliki sifat kepolaran yang sama dengan senyawa pada bahan 
yang ingin diekstrak agar senyawa tersebut terekstrak secara optimal. Pelarut 
memiliki peranan penting dalam suatu ekstraksi, pelarut polar akan mampu 
mengekstrak senyawa yang bersifat polar. Pada proses ektraksi tanin ini, pelarut 
etanol merupakan salah satu pelarut yang cocok digunakan karena sifatnya yang 
polar. Campuran alkohol dan air sebagai pelarut dari senyawa fenolik memiliki 
kemampuan yang lebih baik jika dibandingkan dengan mono-solvents, seperti air 
(Dent, 2012; Spigno et al., 2007; Tomsone et al., 2012).   
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 Hasil rerata terendah didapatkan pada konsentrasi 80% dengan lama waktu 
12 jam yaitu sebesar 20 mg/g. Hal ini dikarenakan penggunaan konsentrasi pelarut 
yang rendah dan lama waktu ekstraksi yang singkat. Robinson (1995), menyatakan 
struktur senyawa tanin tersusun atas atom-atom yang berbeda dan tanin memiliki 
gugus hidroksi lebih dari satu dan memiliki momen dipol tidak sama dengan nol (μ ≠ 
0), hal ini menyebabkan tanin memiliki sifat polar, sehingga harus dilarutkan dengan 
pelarut yang bersifat polar. Tanin memiliki sifat lebih larut terhadap etanol jika 
dibandingkan dengan air. Hal ini dikarenakan etanol lebih polar jika dibandingkan 
dengan air. Semakin polar pelarut yang digunakan maka tanin yang terekstrak juga 
akan semakin tinggi. Hal ini diperkuat oleh Marnoto (2012), yang menyatakan bahwa 
kemurnian etanol yang semakin rendah ternyata juga menyebabkan ekstrak tanin 
yang diperoleh semakin rendah. Hal tersebut terjadi karena kandungan air yang 
semakin banyak seiring dengan semakin rendahnya kemurnian etanol. Selain 
konsentrasi etanol, menurut Shinta dkk (2008), faktor waktu ekstraksi merupakan hal 
yang cukup penting diperhatikan dalam proses ekstraksi tanin karena juga dapat 
mempengaruhi kualitas hasil ekstraksi. Proses ekstraksi yang terlalu singkat akan 
menghasilkan kandungan tanin yang kurang optimal.  
Konsentrasi tanin tertinggi didapatkan pada etanol 85% dengan lama waktu 
36 jam, yaitu sebesar 31,95 mg/g. Tingginya tanin pada konsentrasi ini diduga 
disebabkan karena tanin terkondensasi yang terekstrak lebih banyak dibandingkan 
dengan kedua pelarut lainnya dan waktu ekstraksi yang semakin lama membuat tanin 
terkestrak lebih optimal. Menurut Hernandez et al. (2003), tanin terkondensasi yang 
ditemukan pada tanaman jumlahnya lebih banyak dibandingkan dengan jumlah tanin 
terhidrolisis. Tanin terkondensasi ini sering ditemukan dalam bentuk polimer. Menurut 
Downey and Hanlin (2010), konsentrasi panjang polimer tanin terkondensasi (mg/g 
fwt skin) berbanding lurus terhadap tanin yang terkestrak. Pada penelitiannya, 
semakin tinggi konsentrasi panjang polimer tanin terkondensasi yang terkestrak pada 
pelarut etanol maka tanin yang terekstrak juga semakin tinggi, sebaliknya jika 
konsentrasi panjang polimer tanin terkondensasi semakin rendah maka tanin yang 
terkestrak juga semakin rendah. Selain itu, secara umum semakin lama waktu 
ekstraksi maka nilai dari tanin akan semakin tinggi. Ini mungkin disebabkan karna 
semakin panjang waktu kontak antara solute dan solvent, kontak yang semakin lama 
membuat terjadinya transfer massa semakin tinggi (Baldosano et al., 2015).  
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 Penurunan rerata kadar tanin pada konsentrasi pelarut 90% seiring dengan 
semakin lamanya waktu diduga dikarenakan reaksi hidrolisis tanin dan transfer massa 
yaitu difusi komponen terlarut dari padatan ke dalam pelarut. Proses ekstraksi yang 
terlalu lama juga mendukung terjadinya reaksi hidrolisis semakin tinggi sehingga 
mengakibatkan rusaknya kandungan tanin. Dalam ekstraksi, waktu yang berlebihan 
terkadang tidak diperlukan karena pelarut dan sampel akan berada dalam 
kesetimbangan akhir setelah durasi tertentu. Ini berdasarkan pada hukum difusi kedua 
Fick, dimana hukum tersebut menyebutkan bawa pada saat keseimbangan telah 
tercapai, maka tingkat ekstraksi senyawa akan berkurang kecepatannya (Tan et al., 
2013).  
   
4.2.5 Aktivitas Antioksidan IC50 
 
Rerata aktivitas antioksidan ekstrak kulit jeruk baby java akibat pengaruh 
perbedaan konsentrasi pelarut dan lama waktu ekstrasi dapat dilihat pada Gambar 
4.5 
 
Gambar 4.5 Grafik Rerata Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat   
Perbedaan Konsentrasi Pelarut dan Lama Waktu Ekstraksi 
 
Gambar 4.5 menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi etanol dan lama 
waktu ekstraksi yang berbeda menyebaban aktivitas antioksidan yang naik turun. Dari 
grafik diatas dapat dilihat bahwa aktivitas antioksidan pada konsentrasi 80% dan 
konsentrasi 85% didapatkan hasil yaitu aktivitas antioksidan mengalami penurunan 
seiring dengan lama waktu ekstraksi. Namun pada saat dilakukan ekstraksi dengan 




































ekstrak konsentrasi 90% dengan waktu 12 jam dan 24 jam terjadi penurunan aktivitas 
antioksidan namun pada watu ekstraksi 36 jam aktivitas antioksidan kembali 
meningkat. Nilai rerata aktivitas terendah didapatkan pada perlakuan konsentrasi 
pelarut 85% dengan lama waktu 36 jam, yaitu sebesar 367,10 mg/L. Sedangkan 
aktivitas antioksidan tertinggi didapatkan pada perlakuan konsentrasi 80% dan lama 
waktu 12 jam, yaitu sebesar 507,64 mg/L. Penurunan hasil aktivitas antioksidan IC50 
diduga karena semakin tinggi konsentrasi pelarut dan lama waktu estraksi maka 
persen inhibisi pada ekstrak kulit jeruk baby java akan semakin tinggi. Semakin tinggi 
nilai persen inhibisi maka semakin tinggi kemampuan antioksidan dalam ekstrak kulit 
jeruk baby java. Hal tersebut berbanding terbalik dengan nilai IC50 dimana semakin 
kecil nilai IC50 yang didapat maka kemampuan antioksidan dalam menangkal radikal 
bebas akan semakin tinggi (Naik, 2003).  
Hasil analisa ragam menunjukkan bahwa perlakuan konsentrasi pelarut dan 
lama waktu ekstraksi memberikan pengaruh nyata pada selang kepercayaan 5% 
terhadap aktivitas antioksidan ekstrak kulit jeruk baby java dan terjadi interaksi 
diantara kedua faktor tersebut (Lampiran 7), maka dari itu perlu dilakukan uji 
selanjutnya menggunakan uji Tukey yang dapat dilihat pada Tabel 4.7 
 










12 jam 507,64 ± 8,60 d 
24 jam 476,40 ± 8,02 c 
36 jam 487,09 ± 16,11 c 
 
85% 
12 jam 460,22 ± 9,44 c 
24 jam 414,27 ± 9,26 b 
36 jam 367,10 ± 3,80 a 
 
90% 
12 jam 454,26 ± 10,20 c 
24 jam 396,07 ± 2,60 b 
36 jam 458,75 ± 10,92 c 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  
2) Nilai yang didampingi huruf yang berbeda menyatakan berbeda nyata pada 
α=0,05 
 
Tabel 4.7 menunjukkan bahwa pada konsentrasi etanol 80% dan 85% nilai 
IC50 terus mengalami penurunan. Hal ini diduga karena berkaitan dengan banyaknya 
senyawa bioaktif yang bersifat sebagai antioksidan yang dapat teresktrak selama 
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proses ekstraksi. Pada kulit jeruk baby java, sebagian besar senyawa yang berperan 
sebagai antioksidan adalah senyawa fenolik. Pada umumnya, semakin tinggi 
kandungan fenolik seperti fenol, flavonoid dan tanin yang dapat terekstrak oleh suatu 
pelarut dalam suatu bahan maka akan membuat aktivitas antioksidan dari bahan 
tersebut akan semakin tinggi. Rerata nilai IC50 terendah pada kulit jeruk baby java 
didapatkan pada perlakuan 85% dengan lama waktu 36 jam yaitu sebesar 367 mg/l. 
Nilai IC50 yang semakin rendah berarti bahwa aktivitas antioksidan dari estrak 
tersebut semakin tinggi. Rendahnya nilai IC50 dari perlakuan ini diduga karena 
memiliki kandungan fenol, flavonoid dan tanin yang lebih tinggi jika dibandingkan 
dengan perlakuan lainnya. Tingginya senyawa fenolik ini dapat meningkatkan aktifitas 
antioksidan pada estrak tersebut. Pelarut dengan konsentrasi 85% telah dibuktikan 
pada penjelesan sebelumnya bahwa lebih efektif dalam mengekstrak fenol, flavonoid 
dan tanin dibandingkan pelarut dengan konsentrasi 80% dan 90%. Selain itu, waktu 
ekstraksi yang semakin lama juga dapat meningkatkan waktu kontak antara pelarut 
dan bahan dalam proses mengekstrak senyawa yang ada pada bahan. Hal ini 
diperkuat oleh Chew et al. (2011) yang pada penelitiannya menyatakan bahwa 
perlakuan perbedaan konsentrasi dan lama waktu ekstraksi mengakibatkan 
terdapatnya hubungan yang kuat antara senyawa fenolik dengan aktivitas antioksidan 
dimana senyawa fenolik diduga memiliki kontribusi yang besar pada kemampuan 
dalam menangkal radikal DPPH. 
Namun menurut Huang (2005), tingginya jumlah senyawa fenolik belum tentu 
membuat aktivitas antioksidan juga ikut meningkat, hal ini dikarenakan aktivitas 
antioksidan dari ekstrak suatu bahan juga dapat dipengaruhi oleh struktur dan 
interaksi antara ekstrak senyawa fenolik. Hal ini berkaitan dengan hasil dari nilai IC50 
dari perlakuan 90% dengan lama waktu 36 jam. Pada perlakuan tersebut nilai IC50 
mengalami peningkatan jika dibandingkan dengan perlakuan pada waktu 12 jam. Hal 
ini diduga karena adanya senyawa – senyawa pengganggu yang kemungkinan 
berikatan dengan gugus glikosida yang berikatan dengan flavonoid, dimana hal ini 







4.3 Uji Korelasi Senyawa Bioaktif Ekstrak Kulit Jeruk Baby java dengan IC50 
 
Aktivitas antioksidan (IC50) pada ekstrak kulit jeruk baby java dipengaruhi oleh 
berbagai faktor, komponen senyawa bioaktif seperti total fenol dan total flavonoid. 
Berdasarkan hasil analisa yang sudah didapatkan, dilakukan uji regresi linear untuk 
melihat bagaimana pengaruh senyawa bioaktif seperti total fenol dan kadar flavonoid, 
terhadap aktivitas antioksidan (IC50) ekstrak kulit jeruk baby java. Korelasi antara 
fenol dengan nilai IC50 pada ekstrak kulit jeruk baby java dapat dilihat pada Gambar 
4.6 
 
Gambar 4.6 Grafik Korelasi Fenol dan IC50 dari Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat  
Perbedaan Konsentrasi Etanol dan Lama Waktu Ekstraksi 
 
 Berdasarkan gambar 4.6 didapatkan persamaan linier y= -85,402x + 814,14, 
R2= 0,8555. Hal tersebut menyatakan bahwa dari persamaan koefisien determinan 
terlihat korelasi antara total fenol dengan nilai IC50. Pada uji total fenol, didapatkan 
bahwa pemberian konsentrasi etanol 85% dengan lama waktu yang semakin 
meningkat mengakibatkan total fenol menjadi semakin meningkat, dimana hal 
tersebut mengakibatkan aktivitas antioksidan juga semakin meningkat yang ditandai 
dengan semakin rendahnya nilai IC50. Hal ini membuktikan bahwa total fenol 
mempengaruhi nilai IC50 dari ekstrak kulit jeruk baby java. Menurut Rohman dkk 
(2007), aktivitas antioksidan yang berasal dari tanaman seringkali dihubungkan 
dengan kandungan fenolik dan flavonoid totalnya. Hubungan antara kandungan 
fenolik total (x) dengan IC50 (y) ekstrak (gambar 4.6) mempunyai koefisien korelasi r2 
= 0,8555. Hasil ini menunjukkan bahwa 85% dari aktivitas antioksidan merupakan 
hasil kontribusi senyawa-senyawa fenol (Javanmardi dkk., 2003). Menurut Okawa 
(2001), efek bioaktif senyawa antioksidan terutama disebabkan oleh adanya senyawa 






















fenol seperti asam fenolat. Senyawa-senyawa fenolik telah dilaporkan bahwa 
mempunyai aktivitas antioksidan karena sifat redoks yang dimilikinya. Senyawa 
fenolik dapat berperan sebagai pemberi hidrogen, peredam oksigen singlet, 
pengkhelat logam, dan agen pereduksi (Kahkonen dkk, 1999). Selain itu Marimuthu, 
Wu, Chang, and Chang (2008) pada penelitiannya menyatakan adanya hubungan 
antara aktivitas antioksidan dengan senyawa fenol yang dikandungnya.  
Korelasi antara flavonoid dan nilai IC50 pada ekstrak kulit jeruk baby java 
dapat dilihat pada Gambar 4.7 
 
Gambar 4.7 Grafik Korelasi Flavonoid dan IC50 dari Ekstrak Kulit Jeruk Baby java Akibat  
Perbedaan Konsentrasi Etanol dan Lama Waktu Ekstraksi 
 
Berdasarkan gambar 4.7 didapatkan persamaan linier y= -152,05x + 964,45, 
R2= 0,7939. Hal tersebut menyatakan bahwa dari persamaan koefisien determinan 
terlihat korelasi antara total flavonoid dengan nilai IC50. Hubungan antara kandungan 
fenolik total (x) dengan IC50 (y) ekstrak (gambar 4.8) mempunyai koefisien korelasi r2 
= 0,7939. Hasil ini menunjukkan bahwa 79% dari aktivitas antioksidan merupakan 
hasil kontribusi senyawa-senyawa flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa fenol 
dan termasuk salah satu metabolit sekunder pada tumbuhan yang berfungsi sebagai 
antioksidan (Zuraida, 2017). Menurut Londono et al. (2010), jenis flavonoid yang ada 
pada kulit jeruk manis (Citrus sinensis), yaitu flavanon dan flavon. Flavanon terdiri dari 
hesperidin dan neohesperidin. Sedangkan flavon terdiri atas diosmin, nobiletin, dan 
tangeritin. Beberapa jenis flavonoid tersebut diduga merupakan flavonoid yang 
terkandung pada senyawa fenol ekstrak kulit jeruk baby java (Citrus sinensis 
L.Osbeck).  
 Flavonoid merupakan senyawa fenol dan termasuk salah satu metabolit 
sekunder pada tumbuhan yang berfungsi sebagai antioksidan (Zuraida, 2017). Namun 


























dari nilai r2 yang didapatkan dari persamaan tersebut, terdapat 21% yang menyatakan 
bahwa nilai IC50 tidak dipengaruhi oleh flavonoid, hal ini diduga berasal dari senyawa 
lain yang ada pada ekstrak kulit jeruk baby java selain flavonoid seperti senyawa 
fenolik sederhana. Faktor lain yaitu dapat disebabkan karena hanya flavonoid yang 
memiliki struktur dan posisi hidroksil tertentu pada molekul yang dapat 
menyumbangkan proton dan memilki aktivitas penghilangan radikal (Mensor et al., 
2001; Hou et al., 2003). Selain itu, ekstrak merupakan sesuatu yang sangat kompleks 
dimana di dalamnya dapat terdiri dari berbagai campuran senyawa yang memiliki 
aktivitas yang berbeda (Mensor et al., 2001; Hou et al., 2003).  
 
4.4 Perlakuan Terbaik Metode Zeleny 
 
Penentuan perlakuan terbaik dilakukan dengan menggunakan metode 
multiple attribute zelleny (Zeleny, 1982). Metode Multiple Attribute ditujukan untuk 
membantu dan mengembangkan kepercayaan bagi pengambil keputusan untuk 
memikirkan penyelesaian terbaik (Agustawa, 2012). Perlakuan dengan jarak 
kerapatan maksimal terkecil merupakan hasil perlakuan terbaik dari penelitian yang 
dilakukan (Lampiran 8). Parameter yang digunakan adalah total fenol, total flavonoid, 
kadar tanin, nilai IC50 dan rendemen. Parameter yang diharapkan untuk 
mendapatkan nilai perlakuan terbaik dapat dilihat pada Tabel 4.8 
 
Tabel 4.8 Pemilihan Parameter Berdasarkan Faktor Kepentingan dan Nilai Pengharapan yang 
Terbaik  
Parameter Nilai pengaharapan 
Total Fenol (mg GAE/g) Tertinggi 
Total Flavonoid (mg/ QE/g) Tertinggi 
Kadar Tanin (mg/g) Tertinggi 
Rendemen (%) Terendah 
Aktivitas Antioksidan (mg/L) Terendah 
 
Berdasarkan hasil perhitungan nilai perlakuan terbaik (Lampiran 8), 
didapatkan ekstrak kulit jeruk baby java terbaik akibat perlakuan konsentrasi pelarut 






Tabel 4.9 Hasil Penentuan Perlakuan Terbaik Ekstraksi Kulit Jeruk Baby java 
Perlakuan L1 L2 L maximum Hasil Urutan 
K1E1 0,949 0,01476 0,25747 1,221 9 
K1E2 0,956 0,01023 0,21798 1,185 8 
K1E3 0,962 0,00775 0,18973 1,160 7 
K2E1 0,963 0,00840 0,18356 1,155 6 
K2E2 0,981 0,00188 0,09490 1,078 3 
K2E3 0,996 0,00035 0,01863 1,015 1 
K3E1 0,981 0,00263 0,09704 1,080 4 
K3E2 0,984 0,00186 0,08225 1,068 2 
K3E3 0,971 0,00531 0,14724 1,123 5 
  
Tabel 4.9 menunjukkan bahwa hasil perlakuan terbaik didapat pada perlakuan 
konsentrasi pelarut 85% dan lama waktu 36 jam dengan nilai sebesar 1,015, nilai dari 
perlakuan ini merupakan nilai yang paling kecil jika dibandingkan dengan nilai hasil 
perlakuan lainnya. Setelah perlakuan terbaik didapatkan, parameter dari hasil tersebut 
dibandingkan dengan bubuk kulit java yang telah dianalisa pada awal penelitian. 
Karakteristik paremeter uji pada perlakuan terbaik ekstrak kulit jeruk baby java dan 
bubuk kulit jeruk baby java dapat dilihat pada Tabel 4.10. 
 
Tabel 4.10 Perbandingan Karakteristik Parameter Bubuk Kulit Jeruk Baby java dan Ekstrak 
Kulit Jeruk Baby java 
Parameter Bubuk Kulit Jeruk Baby java Ekstrak Kulit jeruk baby 
java 
Hasil Analisa Perlakuan Terbaik 
Total Fenol (mg GAE/g) 0,50 ± 0,05 5,092 ± 0,016 
Total Flavonoid (mg QE/g) 0,20 ± 0,02 3,890 ± 0,059 
Kadar Tanin (mg/g) 2,59 ± 0,07 31,951 ± 0,14 
Aktivitas Antioksidan (mg/L) 626,95 ± 25,85 367,10 ± 3,80 
Rendemen (%) 36,06 ± 0,61 21,34 ± 0,36 
 Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan  
 
 Tabel 4.10 menunjukkan perbadingan hasil antara bubuk kulit jeruk baby java 
yang merupakan bahan baku dalam penelitian ekstraksi kulit jeruk baby java dengan 
hasil dari perlakuan terbaik ekstra kulit jeruk baby java. Berdasarkan tabel 4.10 
tersebut dapat dilihat bahwa total fenol, total flavonoid dan kadar tanin dari estrak kulit 
jeruk baby java perlakuan terbaik mengalami peningkatan jika dibandingkan dengan 
bahan baku bubuk kulit jeruk baby java. Hal ini diduga terjadi karena adanya proses 
ekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol. Proses estraksi merupakan proses 
untuk mengekstrak suatu senyawa dari dalam bahan dengan menggunakan pelarut 
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yang memiliki kepolaran dan sifat yang sama dengan senyawa yang akan diekstrak 
tersebut. Fenol, flavonoid dan tanin termasuk senyawa golongan bersifat polar 
sehingga kelarutannya paling tinggi dalam pelarut yang bersifat polar. Pada penelitian 
ini pelarut yang digunakan yaitu pelarut etanol, pelarut etanol merupakan pelarut yang 
memiliki sifat polar dan non-polar dimana pelarut ini sangat cocok digunakan untuk 
mengekstrak senyawa yang memiliki sifat polar maupun non-polar. Menurut Sulastri 
dalam Ahsad (2016), jumlah tanin yang diekstrak menggunakan pelarut etanol lebih 
tinggi dibandingkan dengan air, hal ini disebabkan karena etanol lebih polar 
dibandingkan dengan air sedangkan tanin memiliki sifat polar, sehingga pada proses 
ekstraksi tanin, pelarut etanol adalah pelarut yang baik untuk melarutkan tanin. Pelarut 
etanol juga merupakan pelarut yang lebih baik untuk mengekstraksi fenol, flavonoid, 
dan tanin dibandingkan pelarut methanol.  
Menurut Kocabey et al. (2017), ekstraksi maserasi dapat menyebabkan 
kandungan senyawa fenolik pada bahan menjadi meningkat. Nilai IC50 pada ekstrak 
kulit jeruk baby java pada perlakuan terbaik mengalami penurunan jika dibandingkan 
dengan nilai IC50 dari bubuk kult jeruk baby java. Penurunan nilai ini berarti bahwa 
kemampuan aktivitas antioksidan ekstrak kulit jeruk baby java lebih tinggi jika 
dibandingkan dengan aktivitas antioksidan bubuk kulit jeruk baby java. Nilai IC50 
berbanding terbalik dengan kapasitas antioksidan. Semakin rendah IC50 
menunjukkan aktivitas antioksidan yang semakin tinggi dari suatu senyawa (Do et al., 
2013). Menurut (Liu et al., 2009) senyawa fenolik merupakan komponen antioksidan 
utama dan jumlah dari senyawa fenolik dapat berpengaruh pada aktivitas antioksidan 
dari suatu bahan. Penurunan nilai IC50 dari ekstrak kulit jeruk baby java jika 
dibandingkan dengan bubuk kulit jeruk baby java diduga karena adanya kandungan 
senyawa fenolik yang semakin tinggi pada ekstrak kulit jeruk baby java. Hal tersebut 
dipengaruhi oleh adanya penambahan pelarut dan adanya perlakuan lama waktu 
ekstraksi 36 jam yang menyebabkan kontak antara pelarut dan bahan baku semakin 
lama. Dari penjelasan tersebut dapat disimpulkan bahwa proses ekstraksi maserasi 
dengan pelarut etanol dan lama waktu ekstraksi 36 jam menyebabkan kandungan 
senyawa bioaktif seperti fenol, flavonoid, dan tanin lebih tinggi dari bahan baku dimana 
senyawa-senyawa tersebut berpengaruh pada semakin rendahnya nilai IC50 ekstrak 
kulit jeruk baby java. Hal ini diduga karena adanya penambahan pelarut etanol pada 
ekstraksi menyebabkan adanya penetrasi dari pelarut ke dalam dinding sel – sel kulit 
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jeruk baby java yang mengakibatkan keluarnya senyawa – senyawa fenolik yang 
terkandung dalam kulit jeruk baby java, selain itu waktu ekstraksi yang semakin lama 
yaitu 36 jam menyebabkan waktu kontak antara pelarut dan bahan semakin besar 
sehingga senyawa fenolik yang terekstrak semakin tinggi (Ashad, 2016; Kocabey et 
al., 2017). Sedangkan rendahnya hasil total fenol, flavonoid, kadar tanin dan tingginya 
nilai IC50 pada bubuk kulit jeruk baby java diduga dikarenakan perbedaan metode 
dan waktu ekstraksi yang digunakan (Do et al., 2013). Pada analisa bubuk kulit jeruk 
baby java, pelarut yang digunakan yaitu metanol dan proses ekstraksi yang hanya 
berlangsung selama 2 jam menyebabkan pengeluaran senyawa – senyawa bioaktif 
dari bahan menjadi kurang maksimal.  
 Nilai rendemen dari bubuk kulit jeruk baby java jika dibandingkan dengan nilai 
yang didapatkan dari hasil perlakuan terbaik ekstrak kulit jeruk baby java. Rendemen 
bubuk kulit jeruk baby java didapatkan dari berat kering hasil pengeringan dibagi 
dengan berat basah bahan sebelum dikeringkan kemudian dikalikan seratus, 
sedangkan hasil rendemen ekstrak kulit jeruk baby java perlakuan terbaik didapatkan 
dari berat hasil ekstrak dibagi dengan berat serbuk yang diekstrak kemudian dikalikan 
seratus. Nilai rendemen ekstrak perlakuan terbaik mengalami penurunan 
dibandingkan bubuk kulit jeruk baby java diduga karena adanya proses evaporasi 
pada ekstrak menggunakan rotary evaporator yang menyebabkan ekstrak menjadi 
lebih kental dan volume ekstrak berkurang. Sedangkan pada bahan baku kulit jeruk 
baby java tidak mengalami proses evaporasi sehingga berat rendemen lebih besar 
jika dibandingkan dengan rendemen ekstrak kulit jeruk baby java. 
 
4.4.1 Senyawa Flavonoid Yang Terkandung Pada Ekstrak Kulit Jeruk Baby Java 
Perlakuan Terbaik 
 
Setelah ditentukan ekstrak kulit jeruk baby java perlakuan terbaik, kemudian 
dilakukan analisa jenis flavonoid yang terkandung pada ekstrak tersebut. Menurut 
Londono et al. (2010), jenis flavonoid yang ada pada kulit jeruk manis (Citrus sinensis) 
adalah flavanon dan flavon, contohnya seperti hesperidin, neohesperidin, diosmin, 
isohorfolin, nobiletin, tengeritin, dan hesperitin. Selain itu menurut Schieber, Stintzing 
& Carle (2001), menyatakan bahwa pada kulit jeruk juga mengandung beberapa 
flavonoid penting seperti naringin, narirutin, dan eryocitrin. Berdasarkan hal tersebut, 
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dilakukan analisa terhadap senyawa flavonoid (hesperidin, narirutin dan nobiletin) dari 
ekstrak kulit jeruk baby java menggunakan liquid chromatography-mass spectrometry 
atau LC-MS. 
Pada analisis LC-MS, setelah sampel ekstrak kulit jeruk baby java melewati 
kromatogram cair, kemudian sampel menuju ke spektrometri massa dan dilakukan 
seleksi pada senyawa yang ingin dideteksi yaitu hesperidin, narirutin dan nobiletin. 
Hesperidin, narirutin dan nobiletin memiliki berat molekul sebesar 610,57 g/mol, 
580,539 g/mol, dan 402,399 g/mol. Pada uji ini telah ditetapkan bahwa senyawa 
hesperidin serta nilai m/z secara berurutan yaitu 303 m/z, 273 m/z dan 373 m/z. 
Pendeteksian komponen berdasarkan pada rasio massa terhadap muatan (mass-to-
charge ratio, m/z). Komponen dengan rasio m/z yang tidak diinginkan kemudian akan 
dihilangkan, sedangkan molekul atau analit dengan m/z rasio yang diinginkan akan 
diteruskan ke detektor. Detektor akan menghasilkan puncak-puncak apabila 
komponen yang diinginkan terdapat pada sampel (Packard-Hewlett, 1998; Pitt, 2009). 
Puncak-puncak dari senyawa yang ingin dideteksi pada penilitian ini dapat dilihat pada 
gambar 4.8 
 
Gambar 4.8 Puncak-puncak senyawa yang ingin diidentifikasi pada LC-MS 
 
Gambar 4.8 memperlihatkan bahwa terdapat puncak-puncak utama yang 
menandakan adanya senyawa target yang ingin diidentifikasi. Puncak-puncak utama 
muncul pada menit ke 2,75 , menit 2,76 dan menit 3,79. Dari puncak-puncak utama 
tersebut kemudian diidentifikasi jenis komponennya sesuai dengan nilai m/z dari 
masing-masing senyawa. Hasil kromatrogram masing-masik puncak berdasarkan m/z 








       
(c) 
Gambar 4.9 Hasil kromatogram LC-MS pada senyawa flavonoid (a) Hesperidin (b) Narirutin 
(c) Nobiletin 
  
Gambar 4.9 menunjukkan bahwa terdapat 3 puncak utama yang 
mengahsilkan senyawa yang berbeda. Dari ketiga puncak tersebut diidentifikasi 
bahwa puncak pertama (a) merupakan senyawa hesperidin yang muncul pada menit 
ke 2,76 dan m/z 302,50 – 303,50. Pada puncak kedua (b) merupakan senyawa 
narirutin yang muncul pada menit ke 2,70 dan m/z 272,50 – 273,50. Sedangkan pada 
puncak (c) merupakan senyawa nobiletin yang muncul pada menit ke 3,79 dan m/z 




Tabel 4.11 Luas Area Komponen Flavonoid Ekstrak Kulit Jeruk BabyJava Perlakuan Terbaik 
Komponen Flavonoid Luas Area (area/mg ekstrak) 
Hesperidin 73.693 ± 1.839 
Narirutin 22.942 ± 440 
Nobiletin 515.221 ± 10.303 
Keterangan : 1) Setiap data merupakan rerata dari tiga ulangan dan ± menunjukkan standar 
deviasi  
Dari tabel 4.11 didapatkan hasil bahwa komponen flavonoid tertinggi 
didapatkan pada nobiletin sebesar 515.221 area/mg esktrak, lalu hesperidin sebesar 
73.693 area/mg ekstrak dan narirutin sebesar 22.942 area/mg ekstrak. Hesperidin dan 
narirutin merupakan flavonoid yang termasuk dalam jenis flavanon (Peterson et al., 
2006). Sedangkan nobiletin merupakan flavonoid yang termasuk dalam jenis flavon 
(Weber et al., 2006). Hesperidin merupakan jenis flavonoid yang paling sering 
ditemukan di kulit jeruk. Hepseridin diketahui memiliki kemampuan untuk memperbaiki 
vaskular integritas, menurunkan permeabilitas kapiler dan digunakan sebagai 
suplemen untuk penderita pembuluh darah yang rapuh (Valensi et al., 1996). 
Hesperidin juga memiliki fungsi sebagai anti-inflamasi dan efek imunomodolator (Yeh 
et al., 2007). Lebih jauh lagi, dalam hubungannya dengan naringin, hesperidin dapat 
menurunkan kadar kolestrol (Lee et al., 1999). Selain itu juga dilaporkan bahwa 
hesperidin memiliki kemampuan untuk menghambat induksi tembaga oksidasi low 
density lipoprotein atau LDL (Cirico & Omaye, 2006). Sedangkan nobiletin diketahui 
memiliki efek imunomodolator dan aktivitas anti-antirogenik (Kurowska & Manthey, 
2004). Menurut Londono et al. (2010), pada penelitiannya menyatakan bahwa dalam 
hal aktivitas antioksidan dari senyawa diatas, nobiletin lebih aktif jika dibandingkan 





KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1 Kesimpulan 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan menunjukkan bahwa : 
1. Terjadi interaksi antara dua faktor perlakuan pada parameter total fenol, total 
flavonoid, kadar tanin, dan aktivitas antioksidan. Sedangkan pada parameter 
rendemen tidak terjadi interaksi terhadap dua faktor perlakuan  
2. Uji korelasi antara senyawa fenol dan nilai IC50 ekstrak kulit jeruk baby java 
menyatakan bahwa 85% senyawa fenol berkontribusi sebagai senyawa yang 
bersifat sebagai antioksidan  
3. Perlakuan terbaik diperoleh pada perlakuan dengan konsentrasi pelarut 85% 
dan lama waktu ekstraksi 36 jam. Karakteristik ekstrak kulit jeruk baby java 
perlakuan terbaik yaitu  total fenol sebesar 5,09 mg GAE/g, total flavonoid 3,89 
mg QE/g, kadar tanin 31 mg/g, IC50 367,10 mg/L dan rendemen 21% 
4. Ekstrak jeruk baby java perlakuan terbaik mengandung beberapa jenis 
senyawa flavonoid yaitu hesperidin sebesar 73,693 area/mg ekstrak, narirutin 




1.  Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pemanfaatan ekstrak kulit jeruk 
baby java pada produk pangan 
2. Perlu dilakukan uji lanjut tentang senyawa bioaktif lainnya yang mungkin 
terkandung pada ekstrak kulit jeruk baby java 
3. Perlu dilakukan analisis lebih lanjut tentang jenis flavonoid lain yang mungkin 
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